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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、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。また、共通のナノマテリアルとして、二酸化チタンナノ粒子を選択した。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 の一般毒性評価系および共培養系を用いたナノマテリ
アルの遺伝性毒性評価を用いた、二酸化チタン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、ROS依存性の複数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、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 3年間の分担研究者の

報告の概略を記載する。実験条件などを含む詳細

については、個々の研究者の報告書を参照された

い。 
 

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.ナノ粒子の共培養システム構成細胞に対す

る毒性（戸塚） 
B1-1-1.マグネタイトをもちいた研究 
細胞毒性試験：各MGT(BMS-10、BMSC-5)を単培
養の GDL1 に 6.25〜200 µg/ml で、RAW264.7 に

3.125〜200 µg/ml で 24時間曝露し、曝露した際の

細胞生存率を NR assay により測定した。GDL1単
培養では、MGT の表面修飾の有無に関わらず、い

ずれの濃度においても殆ど毒性を示さなかった。

一方、RAW264単培養では、BMS-10 は 200 µg/ml
で BMSC-5 は 6.25 µg/ml で生存率が減少し、毒性

が見られ、表面修飾の有無で毒性強度に差がある

ことがわかった。 
共培養システムによる遺伝毒性試験法：共培養条

件下の RAW 細胞または RAW 及び GDL1 の両細

胞に各MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24時間暴露し、

6〜7 日間培養した後、GDL1 細胞から DNA を抽

出し、gpt遺伝子を標的とした変異原性試験を行っ

た。結果を図 2 に示す。MGT曝露群では溶媒対照

群と比較して変異頻度が増加する傾向が観察され

た。また、BMS-10 では、単培養に比較して

RAW264.7 との共培養条件下で変異頻度が上昇す

る傾向が観察されたが、BMSC-5 ではたん培養条

件下で高い変異頻度が観察されており、共培養条

件下では MF が減少する傾向が観察された。また、

両MGT を比較すると、BMSC-5 の方が高い変異頻

度を示していた(図 2)。更に、変異原性誘発のメカ

ニズム探索のため、本研究で用いた MGT により

誘発される変異スペクトルの解析を試みた。その

結果、両者では観察された変異スペクトルが大き

く異なることがわかった（図 3）。これらのことか

ら、ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性発現に

何かしらの影響を及ぼしていることがわかった。 
 

 
図2. GDL1細胞に観察された変異頻度 

 
図 3. 変異スペクトラム 

B1-1-2.酸化チタンを用いた研究 
本試験で用いた酸化チタンは、JRCNM01001a, 

JRCNM1005a, MT-150A, AMT-100, TKP-102である。

このうち、JRCNM01001a, JRCNM1005a は EU の

Joint Research Center (Ispra, Italy)より、MT-150A, 
AMT-100, TKP-102 は本研究班の大野先生より供

給された。これらマテリアルは DMEM+ 10% 
FBS+1% penicillin/streptomycin 基本培地に懸濁し

て超音波処理を行い以下の試験に供した。酸化チ

タンナノ粒子は特に凝集しやすいことから、トリ

パンブルーの取り込みを指標に細胞毒性試験を行

うこととした。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。6well plate に RAW264及び
GDL1 を 1x106 cell/well及び 5x105 cell/well で播種
し、24時間培養した。その後、各細胞に 5種の酸

化チタンナノ粒子を RAW264 に 125, 250, 500 
µg/mL、GDL1 には 250, 500 µg/mL を各 well に添
加し、24時間曝露後にトリパンブルーを用いて細

胞生存率を測定した。 

 
図 2. 各種酸化チタンナノ粒子の RAW264 に対する細胞毒性 
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図 3. 各種酸化チタンナノ粒子の GDL1 に対する細胞毒性 
その結果、RAW264及び GDL1 に対して、いずれ

の酸化チタンナノ粒子も用量依存的に細胞生存率

を低下させることがわかった（図１及び２）。ま

た、細胞毒性の程度は GDL1 に比べ RAW264 で顕

著であることがわかった。この結果から、遺伝毒

性試験における各種酸化チタンナノ粒子の用量と

しては、125, 250 µg/mL で行うことに決定した。 
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する。 
 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 5種の酸化チタ

ンナノ粒子（ JRCNM01001a, JRCNM1005a, MT-
150A, AMT-100, TKP-102）を 125, 250 µg/mL の用

量で 24時間暴露した。暴露後、培地交換により酸

化チタンナノ粒子を取り除き、更に 6〜7日間培養

した。それら GDL1 細胞から DNA を抽出した。

まずは AMT-100 と TKP-102 暴露における gpt 遺
伝子を標的とした変異原性試験を実施した。また、

gpt mitation assay を行なった。タイターが十分稼げ

ていない結果もあり、Preliminary なデータではあ

るが AMT-100 と TKP-102 のどちらの酸化チタン

ナノ粒子でも共培養した時より単培養した時の方

が変異頻度の増加が見られた。しかし、AMT-100
の 250 µg/ml の単培養と共培養では共培養した時

の方が変異頻度の増加が見られた。いずれも酸化

チタンナノ粒子の用量非依存的であり、共培養よ

りも単培養で変異頻度が高い傾向が観察された。

この結果は先行研究のナノマグネタイトや多層カ

ーボンナノチューブの結果とは異なる結果となっ

た。今回行なった実験で共培養よりも単培養での

曝露の方が変異頻度が上昇したのはマクロファー

ジ様細胞である RAW264.7からの炎症性サイトカ

インまたは ROS の分泌が GDL1 への変異原性を

上昇させるレベルではなかったか、あるいは酸化

チタンナノ粒子自身が GDL1 に対して直接的な変

異原性を十分に持つ可能性が考えられた。しかし

ながら、各サンプルのタイターからも、解析が不

十分であることが考えられるため、最終的な評価

には更なる検討が必要であると思われる。 
B1-2. 共培養システムを用いて二酸化チタンナ

ノ粒子などの遺伝毒性評価のための各種条件検討

（林、渡邉）：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：二酸化チタンおよび酸化鉄ナノ粒子を用いる

ことにした。 
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。 
④96 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 
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③  TiO2+メディウム+Cells+CCK8：Sample 
細胞生存率＝ ③－①  ×100 

② 
凝集しやすい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、確定した（図 4）。前年度と同様に、以下

の結果を得た。いずれも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。

一方、さらに非曝露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。 

 
図 4. 二酸化チタンナノ粒子細胞毒性評価プロトコール 

 
林は、本研究の対象ナノ粒子である酸化鉄ナノ粒

子の新たなる未知データとして使用する酸化鉄ナ

ノ粒子の作製を行なった。鉄（III）アセチルアセ

トネートを前駆体として用いた加水分解・縮合に

より、結晶子サイズ及び磁気的性質が精密に制御

された酸化鉄ナノ粒子（マグネタイト或いはマグ

へマイト）を得ることに成功した。得られた酸化

鉄ナノ粒子の結晶子サイズは加水分解・縮合に用

いるヒドラジン一水和物と水の添加量で制御する

ことができた。結晶子サイズは 5～10 nm の範囲

で、ナノメートルレベルで制御できた。 
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）：二酸化チタンナノ粒子

（JRCNM01001a・JRCNM01005a・MT-150A・MT-500B・

AMT-100・AMT-600・TKP-102）の経皮毒性について、

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）（図 5）を用いたヒト 3D皮膚再構成系にお

いて解析すると共に、ヒト 3D皮膚再構成系を用い

た小核試験法を確立する前段階として NKEK 単層

培養系で行っている。その結果、NHEK単層培養系

において、AMT-100・AMT-600・TKP-102の 500 μ

g/mL以上の高濃度曝露（24時間）では細胞毒性が

検出されたが、他の二酸化チタンナノ粒子では細

胞毒性が検出されなかった。また、ヒト 3D皮膚再

構成系においては、いずれの二酸化チタンナノ粒

子も細胞毒性を示さなかった。ICP-MS 解析でも、

培養液中にチタンは検出さなかった。これらのこ

とから、二酸化チタンナノ粒子のケラチノサイト

毒性の有無と強度には当該粒子の物理科学的性状

が関与し、また、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こと

が示唆された。 

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 の曝露から 24時間後と 72
時間後の小核誘発について解析した。NHEK に

MCC 10 ug/mLまたは DMSO を 3または 6時間曝
露、24または 72時間まで培養し、2核細胞 1000
個中の小核の有無と個数を解析した。その結果、

24時間培養条件では 2核細胞数が著しく少なく

試験が実施できなかったが、72時間培養条件で

は MMC で陽性結果、DMSO で陰性結果を得るこ

とができた（表１）。二酸化チタンナノ粒子のケ

ラチノサイト毒性の有無と強度には当該粒子の物

理科学的性状が関与し、また、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

るものであることが示唆された。また、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が重要であると考えられた。

NHEK を用いた小核試験を可能とするプロトコル

が得られた。 

 
図 5. LabCyte EPI 24モデル 

 
表 1. NHEK細胞を用いた小核試験 

 
 

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。今年度は、酸化鉄

ナノ粒子(Fe3O4-NPs)を各濃度で DU145 細胞に 24
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時間の曝露後、リアルタイム PCR を用いて miR-
5787、494-3p の発現解析を行った（図 6,7）。A549
細胞と同様に、miR-5787、miR-494-3p 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 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。 

 
図6. 磁性体ナノ粒子暴露によるmiR-5787発現量変化 

 
図 7. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-494-3p 発現量変化 

eIF5 については既に報告しているが、今年度は

さらに CXCR4 についての発現も解析を行なっ

た。磁性体ナノ粒子曝露により、特に 400 µg/mL 
において、eIF5 のタンパク発現量はほとんど消失

するまで減少し、NAC処理によりコントロール

に近いレベルまで回復するのを認めた（図

7,8）。特に ROS の影響を受けた抑制を認めた。

これは、過酸化水素曝露においても同様の結果を

得た（図 9）。CXCR4 タンパク質の発現も eIF5
と同様に、磁性体ナノ粒子濃度依存的に減少傾向

を認めた（図 10）。 
microRNAの発現プロファイルから、ROS依存性

であり、複数の経路から細胞傷害に関与すること

が推測された（図11） 
 

 
図8.酸化鉄ナノ粒子曝露後のeIF5の発現 

 
図 9. 過酸化水素暴露時の eIF5 タンパク質発現 

 

 
図 10. 磁性体ナノ粒子暴露時の CXCR4 タンパク質発現 
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図11. まとめ 

 
B2-2. 新規ナノマテリアル毒性評価指標の探索 
新規ナノマテリアル毒性評価指標は、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 12）。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る。講座内での他の研

究者の報告では、進行癌（前立腺癌、膵癌）にお

いて、一次線毛は消失していると報告している（私

信）。また、１次線毛が、脂肪組織形成に関わる

ことを報告した（Cell Rep, in press）。 

 
図12. 一次線毛について 

 

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 
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）：消費者製品に含ま

れる化学物質や粒子の曝露評価ツールに関する調

査にて、特に汎用性が高く使い勝手も優れている

と考えられた、オランダ国立公衆衛生環境研究所 
(RIVM)が開発したConsExpo-nanoを本年度は対象

とした。ConsExpo-nanoを用いたナノマテリアル曝

露評価に必要な情報を調査し、室内でのスプレー

製品の使用を想定したケーススタディを行い、推

算値の精度を文献値と比較することで評価した。

また、ConsExpo-nanoを用いて曝露量を推定する際

にパラメータが結果に与える影響を定量的に評価

するため、感度解析を行った。ConsExpo-nanoのデ
フォルト値を基準とし、デフォルト値が設定され

ていないパラメータは二酸化チタンを含む消臭製

品の使用を想定し、基準値を設定した。 
 ナノマテリアルを含むスプレータイプの消費者

製品を使用した際の、使用者へのナノマテリアル

の曝露量を推定するために必要なパラメータを収

集、整理した。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）などであり、ナノマテリアルの性状

を条件として入力することが可能であった。

ConsExpo-nano では、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

については数値を入力する必要があった。これら

の情報に加え、曝露量に関する情報が記載された

文献を用いて、二酸化チタンを含むスプレー型消

臭製品についてケーススタディを行い、

ConsExpo -nano の推算値の精度を評価した。

ConsExpo-nano を用いて推算した曝露量と文献値

の比は、吸入量については 0.104倍、肺胞沈着量

については 1.02倍となった。このように、ナノ

マテリアルの曝露量に関する初期評価には、十分

使用可能であると考えられる。 

 
図 13. 非線形関係にあった入力パラメータと推定された曝露量の感度解析の結果 

ConsExpo-nano への⼊⼒パラメータについて感
度解析を⾏った結果を図 12 に⽰す。⼊⼒パラメ
ータとエアロゾル粒⼦の曝露量の関係は⼤きく分
けて、線形関係と⾮線形関係の 2 つに分けられ
た。製品に関するパラメータ、エアロゾルに関す
るパラメータ、製品使⽤状況に関するパラメータ
は、エアロゾル粒⼦の曝露量と線形関係にあっ
た。⼀⽅、⾮線形関係にあった⼊⼒パラメータと
推定された曝露量として、エアロゾル粒⼦の最⼤
粒⼦径とエアロゾル粒⼦の曝露量、ナノ粒⼦径と
曝露されると推定されたナノ粒⼦数、エアロゾル
粒⼦径と曝露されると推定されたエアロゾル粒⼦
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の表⾯積、ナノ粒⼦の表⾯積と曝露されると推定
されたナノ粒⼦数が挙げられた。パラメータが変
動しうる範囲も考慮する必要があるが、⾮線形関
係は線形関係と⽐較して、パラメータに敏感に反
応するため、ConsExpo-nano を⽤いる際にはこれ
らのパラメータについてより詳細に調査し、⼊⼒
する必要があることが⽰唆された。 
以上の結果をもとに、ConsExpo-nano を⽤いて⾏
政関係者および事業者などが⼿軽にナノマテリア
ルの曝露リスク評価を⾏えるようにテクニカルガ
イダンスを図 14 のように作成した。 

 
図 14. ConsExpo-nan テクニカルガイダンス 

その有⽤性からConsExpo-nanoを取り上げ、⾏政関
係者および事業者などが⼿軽にナノマテリアルの
曝露リスク評価を⾏えるようにテクニカルガイダ
ンスを作成し、今後の試⽤が望まれる。 
 
 
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）： 
研究期間中、二酸化チタン、二酸化ケイ素、マ

グネタイトを対象に解析を行なった。ここでは、

二つのナノマテリアルの結果を示す。①テイカ社

から提供された 5 種の二酸化チタンナノ粒子

（TiO2 NPs：MT-150A、MT-500B、AMT-100、TKP-
102、AMT-600、表 2）については、これらまでの

有害性評価に重要となる物理化学的性状の項目

について測定を含めた物性情報を収集すると共

に、有害性データについての物性との関連性解析

を実施した。②マグネタイトについては、これま

での研究で実施（主に厚生労働科学研究成果デー

タベース MHLW GRANTS SYSTEM への公表分）

されている有害性情報と物性情報を収集し、有害

性データについての物性との関連性解析を実施

した。 
【有害性情報の調査対象情報源】 

本研究班で実施された in vitro毒性試験結果およ

び厚生労働科学研究成果データベース MHLW 
GRANTS SYSTEM に公表された厚労科学研究費

補助金化学物質リスク研究事業研究報告書 、及
びこれらの研究成果として公表された原著論文

を調査対象情報源とした。 
【物理化学的性状・有害性情報の情報整理項

目】 
物理化学的性状データは、凝集、結晶子サイ

ズ、比表面積、ゼータ電位、表面化学、その他

のプロパティ等 について収集整理した。調査対

象情報源に記載された有害性情報は、in vivo試
験結果（吸入ばく露試験、気管内投与試験、腹

腔内投与・経口投与試験による急性毒性、免疫

毒性、アジュバント効果）in vitro試験結果（細

胞毒性試験、遺伝毒性試験等の EC50値等）に

ついて収集整理した。 
表 2 調査対象物質 

 
 
【二酸化チタンナノ粒子の物理化学的性状の分析対象項目】 
Ø 不純物の成分分析（化学分析）：高周波誘導

結合プラズマ発光分光分析装置(ICP-AES) 
（Ce、Nb は蛍光 X線分析）による定性分析

（対象元素：K、Ca、Na、S、Ce、Nb：下限
0.1% 、Fe、Si、P、Al、Cr、Zr、Ti：下限 0.01%）、

ICP 発光分光分析法による定量分析（対象元

素：P、Zr、Ca、Ti、Ce、Nb：下限 0.01%） 
Ø 細孔分布・比表面積測定（粒子解析）: 窒素
吸着 BET 多点法による細孔分布ならびに比

表面積測定 
Ø 親水性および疎水性評価（表面化学分析）:粒

体浸透速度測定、粒体接触角測定 
 
【研究結果】 

二酸化チタンナノ粒子の物理化学的性状の分析

結果を表 3 に示す。 
不純物の成分分析（化学分析）の結果、Ce(セリ

ウム)は＜0.01、Nb(ニオブ)は、＜0.4 で検出され

た。 
粒子解析に関して、比表面積は BET プロットの

傾き及び切片を用い、BET 式より単分子層吸着

量を求め、単分子層吸着量にガス分子一個の占
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める断面積（分子占有断面積）をかけて算出し

た。 
表 3 二酸化チタンナノ粒子の物理化学的性状 

 
一方、細孔分布は、BJH 解析による細孔分布曲

線を用いて求めた。その結果、MT-150A は、他の

検体と比較すると大きな穴を占有されていた。

TKP-102 は AMT-150A と同じ比表面積であるが、

細孔径が小さく（1/3~1/4）なり、結果的にその容

積も小さくなった。AMT-100 は比表面積が最大だ

が、MT-150A に比べて細孔径が非常に小さいた

め、その容積も小さくなり、小さな穴で占有され

ていることが推察された。AMT-600 に関しては比

較的少数の大きな穴で占有されていることが推

察された。MT-500B はガス吸着による細孔分布

測定の上限（100nm）付近から上限以上において

ガスの吸着が確認されたことから、細孔容積は求

めることができなかった。 
親水性および疎水性の傾向および相関では（詳

細は分担報告書を参照）、高い逆相関（R2=0.9084）
を示し、MT-150A、AMT-100、TKP-102 (ほぼ有意
差なし>）AMT-600 >MT500B  となり、AMT-600、
MT500B は疎水性の傾向を示した。予試験的に二

酸化チタンナノ粒子の物性と細胞毒性試験結果

（A549 細胞に与える毒性評価試験結果）との関

連性解析について、多変量解析（OPLS 解析）を

実施した（図 15）。解析結果から、毒性を示す TKP-
102 は、不純物（P、Zr、Ca）の多さの影響が示唆

された。 

 
図 15. 物性と細胞毒性試験と物性との多変量解析（OPLS解析） 
マグネタイトは、in vivo急性毒性試験（１試験）

慢性毒性試験（１試験）では、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

の変動が生じた LOAEL等についての Endpoint に
ついて調査し収集・整理を行った。in vivo（７試
験）/ in vitro（２試験）遺伝毒性試験では、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。in vitro細胞毒性試験（13
試験）試験種類、細胞種、試験条件、結果 (EC50
等)を 収集・整理し 、その他 2試験の in vivo試
験（肺発がんイニシエーター活性の検討および中

期発がん性試験）の合計 26 試験について収集し

た（詳細は分担報告書を参照）。 
 
B4. 機械学習などによるin silico生体影響予測の準

備 （花方）：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データベースを選定す

るために生命科学系データベースの調査、データ

ベースの構築法および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

調整など予測モデルの検討、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。 
 
B4-1. 既存データベースの調査 

Integbioデータベースカタログを中心に調査を

行なったところ、本研究の目的に適するいくつか

のデータベースが見出された（表1）。そのうち最

大のものはよく知られているNCBI運営のGene 
Expression Omnibus (GEO)であり、DataSetsで4,348
件、Seriesで105,964件、Samplesで2,783,483件の遺

伝子発現データが登録されている（2018/12/14調査
時点）。今後はこのGEOのデータを主に利用する

こととした。また、Integbioデータベースカタログ

には収録されていないが、化学物質の曝露と遺伝
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子や病気との関連をまとめたデータベースとして

ノースカロライナ州立大学運営のComparative 
Toxicogenomics Database (CTD)が存在し、補足的に

利用可能と思われる。なお、公開されている既存

データベースの中でも、全データを一括ダウンロ

ードして再利用可能なデータベースと、検索はで

きるものの一部データしかダウンロードできない

データベースが存在した。後者のタイプのデータ

ベースからウェブスクレイピングにより全データ

をダウンロードすることは可能かもしれないが、

当該データベースのライセンス条件的に問題がな

いかどうか慎重な検討が必要と思われる。 
B4-2. 機械学習の実施環境 
機械学習ライブラリKeras / Tensor Flowをインス

トールしてプログラムが実行可能であることを確

認した。マイクロアレイ発現データを用いた機械

学習の前に、GEOデータベース上のデータと実測

したマイクロアレイ発現データを用いたデータマ

イニングを試みた。 
B4-3.データベース構築および機械学習の調整と検討 
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

開発を進めた。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。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た。 
B4-4. 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MMT-8法により評価した。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-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

は認められなかった。 
B4-4. ZnO曝露細胞のマイクロアレイ解析 
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。発現強度の分布は概ね均等であった。 

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16）。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。 
 

 
図 16. 階層的クラスタリング 

 
C．結論 
本研究のまとめを図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、二酸

化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）を対象に、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。今更ながらであるが、ナノマテリアルの毒性

はその工程で含まれる不純物の影響やどの細胞を

使用して細胞毒性評価をするかに影響することが
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判明した。自分たちの特異的なin vitro系評価系に

よる自験データを③に組み込む統合的な評価系の

構築の可能性を得ることができた。 

 
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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537-543, 2018. 

57. Sakamoto Y, Hojo M, Kosugi Y, Watanabe K, 
Hirose A, Inomata A, Suzuki T, Nakae D. 
Comparative study for carcinogenicity of 7 
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different physicochemical characteristics by a 
single intraperitoneal injection in male Fischer 344 
rats. J. Toxicol. Sci., 43(10), 587-600, 2018. 

2．学会発表 
1. 林幸壱朗、石川邦夫.「炭酸アパタイトハニカ

ムスキャホ―ルドの骨誘導能評価」、日本歯

科理工学会 第75回学術講演会 
2. Hayashi K. Impacts of pore architecture on bone 

regeneration in honeycomb scaffolds, KOB & 
OBT Research Center Joint International 
Symposium, Feb. 6, 2021, Fukuoka. 受賞講演 

3. Oshio L, Nakagawa Y, Watanabe M, Iijima K. 
Functional analysis of microRNA in anti-prostate 
cancer activity of magnetic iron oxide 
nanoparticles. 第 43 回日本分子生物学会年会.
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4. Inagaki M, Kasahara K, Yamakawa D, Matsuda C, 
Watanabe M. The role of primary cilia in cell 
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回日本癌学会学術総会.リーガロイヤルホテ
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5. Watanabe M. The application of nanomaterial in 

anti-tumor druds. China-ASEAN International 
Cancer Precision Medicine Conference. Guangxi 
Medical Universmity. 11.6-8, 2020. 

6. 戸塚ゆ加里 NGS によるノンバイアスな変異

解析の現状と将来展望 第 47 回日本毒性学

会学術年会シンポジウム（2020 年 6 月 Web
開催） 

7. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによるがんの

要因解明と予防研究への展望  がん予防学術

大会（2020年 9月 Web 開催） 
8. 戸塚ゆ加里 Prospects for elucidating the cancer 

etiology and prevention by multidisciplinary 
approach  第 79 回癌学会（2020 年 10 月、広

島） 
9. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによりがんの

要因を解明する 第 2 回 三陸包括的緩和医

療研究会（2020年 10月 Web 開催） 
10. 戸塚ゆ加里 集学的アプローチによるがんの

要因解明と予防研究への展望  第 49 回 環

境変異原学会（2020年 9月、静岡） 

11. 戸塚ゆ加里 発がん性評価法としての DNA
アダクトーム解析の展望  第 37 回 日本毒

性病理学会（2021年１月、Web 開催） 
12. 戸塚ゆ加里 発がん性評価法としての DNA

アダクトーム解析の展望  第 12回 JBFシン

ポジウム（2021年 3月、Web 開催） 
13. Hojo M, Yamamnoto Y, Sakamoto Y, Maeno A, 

Hasegawa Y, Yuzawa K, Kubo Y, Nagasawa A, 
Yano N, Ohnuki A, Inomata A, Moriyasu T, 
Hirose A, Nakae D.  Histopathological features 
during development of the peritoneal 
mesothelioma in F344 rats administered 
multiwalled carbon nanotubes (MWCNTs) and a 
potential relationship between its pathogenesis 
and serum levels of apolipoproteins.  
EUROTOX 2020（2020 年 9 月 6-9 日，デンマー

ク王国コペンハーゲン市）． 

14. 宍戸健太，煙山紀子，政所陽菜，小川絢子，小

川秀治，阿部有加里，山口彩音，宇野絹子，美

谷島克宏，中江大．3D ヒト皮膚再構成系による

folpet の経皮毒性評価法の検討．第 47 回日本

毒性学会学術年会（2020 年 6 月 29 日〜7 月 1
日，リモート開催）． 

15. 前野愛，北條幹，坂本義光，湯澤勝廣，長谷川

悠子，久保喜一，長澤明道，安藤弘，田中和
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カーボンナノチューブ(MWCNT)の長期気管内

反復投与試験: 1 年経過時点における報告．第

47 回日本毒性学会学術年会 2020 年 6 月 29
日〜7 月 1 日，リモート開催）． 

16. 坂本義光，北條幹，前野愛，鈴木俊也，猪又明

子，守安貴子，広瀬明彦，中江大．多層カ-ボン

ナノチュ-ブ(MWCNT)の長期反復気管内投与ラ
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第 47 回日本毒性学会学術年会（2020 年 6 月

29 日〜7 月 1 日，リモート開催）． 

17. 宍戸健太，煙山紀子，小川秀治，大西未悠，桑

原みなみ，波多野遥子，渡邊 厚，佐野龍平，
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19. ⼤野彰⼦，渡邉昌俊，広瀬明彦：多変量解
析を⽤いたナノマテリアルの毒性評価⼿法
の開発，第 47 回⽇本毒性学会学術集会
（2020. 6.29-7.1, web 開催） 

20. Fukuhara K, Ohno A. Generation of reactive 
oxygen species following photoirradiation of 
nitromusks, 260th ACS National Meeting 
(August 16-20, 2020, virtual meeting) 

21. Ohno A, Watanabe M, Hirose A. Application to 
toxicity evaluation of titanium dioxide 
nanoparticles based on physicochemical 
properties using multivariate analysis method, 
260th ACS National Meeting (August 16-20, 
2020, virtual meeting) 

22. ⻄⽥明⽇⾹, ⾜利太可雄, ⼤野彰⼦, 飯島⼀
智: 銀ナノ粒⼦の抗原提⽰細胞活性化能の解
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（2020.11.12, web 開催） 

23. Iijima K, Nishida A, Ohno A, Ashikaga T. 
Comparison of Sensitization Potentials between 
Silver Nanoparticles and Silver Ions using 
Monocytic Cell Line THP-1, SOT 60th Annual 
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virtual meeting） 

24. ⼤野彰⼦, 沖⼭ 佳⽣, 広瀬 明彦, 福原 潔: 
ニトロ多環芳⾹族炭化⽔素の構造と変異原
性に関するドッキングスタディ,⽇本薬学会
第 141 年会（2021. 3.26-3.29, web 開催） 

25. 福原 潔, 中⻄郁夫, ⼤久保敬, 今井耕平, 
⽔野美麗, 松本謙⼀郎, ⼤野彰⼦: C-メチル
フィセチンのラジカル消去作⽤, ⽇本農芸化
学会 2021 年度⼤会（2021. 3.18-3.21, web 開
催） 

26. 鰐川雅花, 多田智彦, 徳村雅弘, 王斉, 三宅 
祐一, 雨谷 敬史, 牧野 正和. ConsExpo nano 
を用いたスプレー製品中ナノマテリアルの曝

露量推定における曝露パラメータの影響評

価, 2020年室内環境学会学術大会, 郡山. 
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27. M.Watanabe, S.Takahashi, E.Usugi, K.Ishii, 
Y.Hirokawa. Crosstalk between apoptosis and 
autophagy induced by docetaxel-magnetic 
nanoparticles with different surface in prostate 
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March.30-April.3, 2019, Atlanta. 

28. K.Ishii, I.Matsuoka, T.Sasaki, M.Kato, 
K.Nishikawa, H.Kanda, Y.Hirokawa, K.Iguchi, 
K.Arima, M.Watanabe, Y.Sugimura. Loss of 
fibroblasts-dependent androgen receptor 
activation in prostate cancer cells develops 
castration-resistant prostate cancer. AACR annual 

meeting 2019, March.30-April.3, 2019, Atlanta. 
29. 渡邉昌俊. 酸化鉄ナノ粒子はドキソルビシン

の前立腺癌細胞への細胞毒性に対してパラ

ドキシカルな影響を示す. 第 108 回日本病理
学会総会，東京国際フォーラム，2019年 5月. 

30. 渡邉昌俊, 中野洋.カーボンナノチューブ曝

露における癌細胞株の microRNA網羅的発現

解析.第 66 回日本臨床検査医学会学術集会，

岡山コンベンションセンター，2019年 11月. 
31. 渡邉昌俊. 腫瘍に対するビオミメテジィクス

なのマテリアルのプラットフォーム構築. 第
9 回日本泌尿器病理研究会学術集会，日本橋

ライフサイエンスビル，東京, 2020年 2月. 
32. 渡邉昌俊, 上村博司. 前立腺癌の遊走・浸潤

への Zyxin の関与について.第 78 回日本癌学

会学術総会，国立京都国際会館，2019年 9月. 
33. 中川泰久, 石井健一朗, 藤原雅也, 臼杵恵梨, 

広川佳史, 杉村芳樹, 渡邉昌俊. 粘性基質上

培養でのヒト前立腺癌細胞と線維芽細胞の

３次元構造形成に関わる評価. 第 78 回日本
癌学会学術総会，国立京都国際会館，2019年
9月. 

34. 大塩里紗，中川泰久，渡邉昌俊，飯島一智. 磁
性体ナノ粒子の抗前立腺癌活性における

miRNA発現の解析.第 78回日本癌学会学術総

会，国立京都国際会館，2019年 9月. 
35. 臼杵恵梨，石井健一朗，広川佳史，金山和樹，

松田知世，渡邉昌俊. 抗線維化薬ピルフェド

ニンは細胞周期の G0/G1 期停止を誘導する

ことによってヒト膵癌細胞の増殖を抑制す

る. 第 78回日本癌学会学術総会，国立京都国

際会館，2019年 9月. 
36. Totsuka Y. Exploration of Esophageal Cancer 

Etiology using DNA Adductome Analysis, 6th 
ACEM-48th JEMS（東京、2019年 11月） 

37. Iwamura K, Shimada H, Matsuda T, Kato M, 
Elzawahry A, Nagai M, Endo O, Totsuka Y. 
Whole genome sequencing analysis elucidates 
the association between environmental factors 
and human cancer development. 6th ACEM-48th 
JEMS（東京、2019年 11月） 

38. Ono H, Nagai M, Narushima D, Hamamoto R, 
Totsuka Y, Kato M. Detection of DNA adducts 
by nanopore sequencing using deep learning. 6th 
ACEM-48th JEMS（東京、2019年 11月） 

39. Totsuka Y. Whole genome sequencing analysis 
elucidates the association between environmental 
factors and human cancer development, 日本癌
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40. Totsuka Y. Exploration of Esophageal Cancer 
Etiology using Comprehensive DNA Adduct 
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Analysis (DNA Adductome Analysis) 2nd Hebei 
International Forum on Theory and Oractice of 
Cancer Prevention and Control（石家庄、2019
年 7月） 

41. Totsuka Y. How Adductomics Can Inform 
Cancer Etiology, Mutgraph meeting （リヨ

ン、2019年 7月） 
42. 戸塚ゆ加里. ナノマテリアルの遺伝毒性評

価の動向 ―JRC 会議に参加してー MMS
定例会（京都、2019年 6月） 

43. 戸塚ゆ加里. 発がん性評価法としての DNA
アダクトーム解析の展望 日本毒性学会シ

ンポジウム（徳島、2019年 6月） 
44. 政所陽菜，煙山紀子，小川絢子, 小川秀治，

阿部有加里，高臨風，山口彩音，宇野絹子，

龍完次朗，美谷島克宏，中江 大.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）． 
45. 小川秀治, 煙山紀子，大西未悠，橋口ゆり，

浦崎涼子, 美谷島 克宏，中江 大. 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）． 
46. 大野彰子、山田隆志、広瀬明彦. 「データベ

ースを活用した神経毒性の in silico 予測手法

の開発」第 46回日本毒性学会学術年会（徳

島、2019年 6月） 
47. 福原 潔, 今井耕平, 中西郁夫, 大久保 敬, 

大野彰子, 水野美麗, 福住俊一. 「C-メチル

フィセチンのラジカル消去活性」第 72 回 
日本酸化ストレス学会学術集会（北海道、

2019年 6月） 
48. 福原 潔、中西郁夫、今井耕平、松本謙一

郎、大野彰子.「鉄錯体形成をトリガーとし
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49. 大野彰子、渡邉昌俊、広瀬明彦. 「多変量解
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（京都、2020年 3月） 
50. 福原 潔、中西郁夫、大久保敬、今井耕

平、水野美麗、松本謙一郎、大野彰子.「C-
メチルフラボノイドのラジカル消去作用」

日本農芸化学会 2020年度大会 （東京、

2020年 3月） 
51. Fukuhara K., Imai K., Nakanishi I, Matsumoto 

K., Ohno A. Planar catechin conjugated with 

DTPA as a promising antioxidant triggered by 
Fe3+ coordination, 258th ACS National Meeting, 
(August, 2019, San Diego, USA) 

52. 大野彰子．「薬学研究分野（医薬品・食

品・化学物質）への多変量解析法の活用

例」 Umetrics 日本ユーザー会 2019（東京

国際フォーラム、2019年 12月） 
53. Kojima K, Takahashi S, Saito S, Nittami T, Usugi 

E, Ishii K, Hirokawa Y, Watanabe M. Magnetic 
iron oxide nanoparticles induce apoptosis and 
autophagic cell death in prostate cancer cells 
treated with docetaxel via ROS generation and 
NF-KB signaling. AACR annual meeting 2018, 
April.14-18, 2018, Chicago. 

54. Takahashi S, Saito S, Nittami T, Totsuka Y, 
Nakagawa Y, Watanabe M. MicroRNAs profiling 
of cancer cells after Fe3O4 nanoparticles exposure 
(II). 第 77 回日本癌学会学術総会，大阪国際

会議場，2018年 9月. 
55. Saito S, Takahashi S, Nittami T, Totsuka Y, 

Nakagawa Y, Watanabe M. Establishment of the 
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histopathology nbased systems for nanotoxicity. 
第 77 回日本癌学会学術総会，大阪国際会議

場，2018年 9月. 
56. Chum YS, Park JB, Lee G, Park SY, Watanabe M. 

Activation of c-Src by neddylation blockade 
emhanced cancer cell migration through Akt 
signaling pathway.第 77回日本癌学会学術総会，

大阪国際会議場，2018年 9月. 
57. Ishii K, Kajiwara S, Iguchi K, Kato M, Hirokawa 

Y, Arima K, Watanabe M, Sugimura Y. 
Characterization of human prostate cancer LNCaP 
sublines differing in androgen-sensitivity. 第 77
回日本癌学会学術総会，大阪国際会議場，

2018年 9月. 
58. Kato M, Ishii K, Kajiwara S, Hirokawa Y, Arima 

K, Watanabe M, Sugimura Y. Fibroblasts disturb 
the expression of cancer-related genes in non-
transformed human prostatic epithelial cell line 
BPH-1. 第 77回日本癌学会学術総会，大阪国

際会議場，2018年 9月. 
59. Ishii K, Matsuoka I, Sasaki T, Kato M, Nishikawa 

K, Kanda H, Hirokawa Y, Iguchi K, Arima K, 
Watanabe M, Sugimura Y. Loss of fibroblasts-
dependent androgen receptor activation in 
prostate cancer cells develops castration-resistant 
prostate cancer. AACR annual meeting 2019, 
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60. Watanabe M, Takahashi S, Usugi E, Ishii K, 
Hirokawa Y. Crosstalk between apoptosis and 
autophagy induced by docetaxel-magnetic 
nanoparticles with different surface in prostate 
cancer cells. AACR annual meeting 2019, 
March.29-April.3, Atlanta. 
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61. Totsuka Y. Exploration of cancer etiology using 
genome analysis and comprehensive DNA adduct 
analysis. 18th All India Congress of Cytology and 
Genetics （コルカタ、2018年 1月） 

62. 戸塚ゆ加里、秋場 望、佐藤春菜、前迫有也、

松田知成、加藤 護、アスマ・エルザワハリ、

十時 泰、柴田龍弘、中釜 斉. 全ゲノム解

析データを用い、化学物質のヒト発がんへの

関与を明らかにする 第 33 回発がん病理研

究会 (御殿場、2018年 8月) 
63. 三好規之、田島悠也、豊田武士、戸塚ゆ加里、

松下幸平、小川久美子、若林敬二.芳香族アミ

ン類の代謝物分析とDNA付加体 第 33回発

がん病理研究会 (御殿場、2018年 8月) 
64. Totsuka Y, Matsuda T, Kato M, Elzawahry A, 

Totoki Y, Shibata T, Nakagama H. Whole genome 
sequencing analysis elucidates the interaction 
between environmental factors and causes of 
human cancer. 第 77回日本癌学会総会（大阪、

2018年 9月） 
65. 戸塚ゆ加里、佐藤春菜、松田知成、加藤 護、

アスマ・エルザワハリ, 遠藤 治.全ゲノム解

析データを用い、化学物質のヒト発がんへの

関与を明らかにする 第 47 回日本環境変異
原学会（京都、2018年 11月） 

66. 佐藤 春菜、落合雅子、今井俊夫、戸塚ゆ加里.
マウス正常組織由来オルガノイドを用いた

遺伝毒性解析法の構築 第 47 回日本環境変
異原学会（京都、2018年 11月） 

67. 前迫侑也、椎崎一宏、高村岳樹、戸塚ゆ加里.
職業性胆管がん発生に関与する 1,2-ジクロロ

プロパンの DNA 付加体の網羅的な解析（ア

ダクトーム解析） 第 47 回日本環境変異原
学会（京都、2018年 11月） 

68. 神尾翔真、渡邉昌俊、椎崎一宏、戸塚ゆ加里.
ナノマテリアルの表面修飾が及ぼす遺伝毒

性への影響 第 47回日本環境変異原学会（京

都、2018年 11月） 
69. 斎藤春吾、渡邉昌俊、戸塚ゆ加里.ナノマテリ

アル毒性評価のための組織切片担体を用い

たシステムの確立 第 47 回日本環境変異原
学会（京都、2018年 11月） 

70. 石野孔祐、前迫侑也、内藤善哉、戸塚ゆ加里.
質量分析データに基づく DNA 付加体データ

ベースの整備 第 47 回日本環境変異原学会

（京都、2018年 11月） 
71. 坂本義光，北條 幹，鈴木俊也，猪又明子，

守安貴子，広瀬明彦，中江 大.多層カーボン

ナノチューブ（MWCNT）を単回経気管噴霧

投与した後終生飼育したラットの肺および

中皮組織における増殖性病変の発生．第 45回

日本毒性学会学術年会（2018年 7月 19日，
大阪府大阪市）． 

72. 北條 幹，小林憲弘，長谷川悠子，安藤 弘，

久保喜一，海鉾藤文，田中和良，五十嵐海，

村上詩歩，多田幸恵，生嶋清美，湯澤勝廣，
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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）（分担）総合研究報告書 

 
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 
細胞・タンパクの分離、磁気共鳴画像法（MRI）、

磁気ハイパーサーミア等のバイオメディカル分野

において、酸化鉄ナノ粒子が用いられている。こ

れらの用途では、超常磁性を示す酸化鉄ナノ粒子

を用いることが多い。酸化鉄ナノ粒子の場合、超

常磁性は一般に10 nm以下で発現される。一方、10 
nm以下の酸化鉄ナノ粒子では目的とする性能が

得られないことがある。例えば、酸化鉄ナノ粒子

を磁気ハイパーサーミアに応用する場合、発熱能

が不足しており、適正濃度において、治療効果を

示す温度まで加熱することができないことがある。

このため、10 nm以下の超常磁性を維持しつつ、磁

気特性、特に飽和磁化を高めることが求められる。

そこで本研究では、10 nm以下の範囲において、酸

化鉄ナノ粒子の結晶子サイズを精密に制御する方

法を確立し、超常磁性を示しつつ、飽和磁化を可

能な限り高めることを試みた。 
 

B. 研究方法 
①酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(1) 

Fe(acac)3のエタノール溶液を作製した。この溶液

にヒドラジン一水和物および 0.3%コラーゲン水

溶液を添加し、80℃で 24 時間撹拌した。各原料

の濃度を表 1 に示す。 

 

 

 

表 1. コラーゲン修飾酸化鉄ナノ粒子の合成条件 

 
 

②酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(2) 
鉄（III）アセチルアセトネート（Fe(acac)3、日本

化学産業、東京）をエタノールに溶解した。この

溶液に、hydrazine monohydrateを（キシダ化学、大

阪）と蒸留水を添加した。異なるFe(acac)3溶液濃度、

hydrazine monohydrate添加量、蒸留水添加量で合成

した酸化鉄ナノ粒子のサンプル名をMNPs-1～
MNPs-9とし、表1にこれらの合成条件を示す。

Fe(acac)3溶液にhydrazine monohydrateと蒸留水を

添加した後、78℃で24時間撹拌した。最後に、遠心

分離（10,000 rpm、10分）により生成した酸化鉄ナ

ノ粒子を回収し、エタノールと蒸留水で少なくと

も3回洗浄した。 
③二酸化チタンナノ粒子の蒸留水および細胞培

条件 溶媒
Fe3+濃度
(mM )

ヒドラジン一水
和物

0.3% コラーゲン
水溶液

A EtOH 0.45 6当量 72当量

B EtOH 0.67 6当量 72当量

C EtOH 0.9 6当量 72当量

D EtOH 1.12 6当量 72当量

研究要旨：鉄（III）アセチルアセトネートを前駆体として用いた加水分解・縮合により、結晶子サイズ及
び磁気的性質が精密に制御された酸化鉄ナノ粒子（マグネタイト或いはマグへマイト）を得ることに成功

した。得られた酸化鉄ナノ粒子の結晶子サイズは加水分解・縮合に用いるヒドラジン一水和物と水の添加

量で制御することができた。結晶子サイズは 5～10 nmの範囲で、ナノメートルレベルで制御でき、これ
に伴い磁気特性も変化した。室温において、最小結晶サイズの酸化鉄ナノ粒子の飽和磁化は約 50 emu/g
であり、最大結晶子サイズの酸化鉄ナノ粒子の飽和磁化は 80 emu/g であった。つまり、結晶サイズが約
5 nm増加すると、飽和磁化が約 1.6倍増加することが明らかになった。また、最大結晶子サイズの酸化鉄
ナノ粒子の飽和磁化は、バルクのマグネタイトの 85%以上の飽和磁化を示し、比表面積の大きいナノ粒
子にしては高い飽和磁化を示した。一方、結晶子サイズによらず全ての酸化鉄ナノ粒子において、保磁力

及び残留磁化がゼロであり、超常磁性的挙動を示した。以上より、本手法を用いることで、結晶子サイズ

と磁気特性を制御でき、その磁気特性は超常磁性であり、高い飽和磁化を示すことが明らかになった。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した。以上より、バイオメ

ディカル応用に資する酸化鉄ナノ粒子の合成法の樹立及び毒性評価を含む医学生物研究における二酸化

チタンの取り扱いに注意すべきことを明らかにした。 
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地中での粒度分布を測定(研究班内共通使用) 

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3に示す。 
 

表2. 酸化鉄ナノ粒子の合成条件 

 
 

表3. 粒度分布およびゼータ電位測定に用いた懸濁液 

 
 

C. 研究結果 
①酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(1) 

条件 A～D により得られたナノ粒子の TEM 像

と粒度分布、平均粒径を図 1 に示す。鉄源濃度が

高くなるにつれて平均粒径も増加した。鉄源濃度

の調整により、ナノメートルオーダーで粒径を制

御することができた。 

 
図 1. 条件 A～D で作製した酸化鉄ナノ粒子の

TEM（上）、粒度分布（中）、平均粒径（下） 
 
 図 2 に条件 A～D で作製した酸化鉄ナノ粒子の

XRD パターンを示す。どの条件においてもマグネ

タイト単相であった。また、鉄源の濃度が増加す

るにつれて、結晶子サイズが増大しており、TEM
から見積もった粒径と同じ挙動を示した。 
 

 
図 2. XRD パターン 

 
 図 3 に条件 A～D で作製した酸化鉄ナノ粒子と

コラーゲン非修飾酸化鉄ナノ粒子の熱重量（TG）

曲線を示す。酸化鉄ナノ粒子の粒径が小さくなる

につれて重量減少が大きくなり、酸化鉄ナノ粒子

の表面積が増加するにつれてコラーゲン被覆量が

増加することが明らかになった。 
 

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
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 図 3. TG曲線 

 
最も粒径が大きかった条件 D で作製した酸化鉄

ナノ粒子の磁気特性を図 4 に示す。室温では保磁

力および残留磁化がゼロであったが（図左）、10 K
では保磁力および残留磁化を有していた（図中）。

また、ブロッキング温度は 245 K であった。以上

より、この酸化鉄ナノ粒子は超常磁性を示すこと

が明らかになった。 
 

 
図 4. 条件 D で作製した酸化鉄ナノ粒子の磁気特

性：室温での磁化曲線（左）、10 K での磁化曲線

（中）、ZFC-FC曲線（右） 
②酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(2) 

 

 
 図5. 酸化鉄ナノ粒子のXRDパターン 
 
図5に合成した酸化鉄ナノ粒子（サンプル名

MNPs-1～MNPs-9）のX線回折（XRD）図形を示す。

全てのサンプルにおいて、X線回折パターンはマ

グネタイト・マグへマイトのパターンと一致した。

これにより、本手法により、マグネタイト・マグ

へマイトを合成できることが明らかになった。 
 Scherrer式から、MNPs-1～MNPs-9の結晶子サ

イズを求め、結晶子サイズに及ぼすFe(acac)3濃度

の影響、ヒドラジン添加量の影響、水添加量の影

響を評価した（図6）。Fe(acac)3濃度、ヒドラジン

添加量、水添加量の増加とともに、結晶子サイズ

も増大した。これらの条件を調整することにより、

酸化鉄ナノ粒子の結晶子サイズは5～10 nmの範囲

で、ナノメートルレベルで制御できることが明ら

かになった。 
 MNPs-1～MNPs-9の室温での磁気特性を振動

試料型磁力計により測定し、酸化鉄ナノ粒子合成

時のFe(acac)3濃度、ヒドラジン添加量、水添加量

（つまり酸化鉄ナノ粒子の結晶子サイズ）が磁気

特性に与える影響を評価した（図7）。Fe(acac)3濃
度、ヒドラジン添加量、水添加量の増加（つまり

結晶子サイズの増大）とともに、飽和磁化が向上

した。また、いずれのサンプルも保磁力・三流磁

化はゼロであり、超常磁性的挙動を示した。 

 
図 6.酸化鉄ナノ粒子作製条件と結晶子サイズの関係 

 

 
 

図 7. 酸化鉄ナノ粒子の室温での磁化曲線 
 

表 4. 各懸濁液のゼータ電位 

 
 

③二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(研究班内共通使用) 

懸濁液の蒸留水中での粒度分布を図 8 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
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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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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。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。 
 

 
図 8. 各懸濁液の蒸留水中での粒度分布 

 

 
図 9. 各懸濁液の DMEM+FBS中での粒度分布 

 
D. 考察 
①酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(1)：本方法は、

Fe(acac)3は空気中で安定であるため、加水分解を受

けにくく、空気中で取り扱うことが容易である利

点から、同じ特性を有する酸化鉄ナノ粒子を安定

的に作製することが可能であった。また、添加剤の

濃度により、加水分解－縮合速度を制御すること

ができ、粒径をシングルナノメートルオーダーで

制御することができた。 
②酸化鉄ナノ粒子の作製方法の確立(2)：鉄錯体を

前駆体とする加水分解・縮合により酸化鉄ナノ粒

子を合成する本方法は、Fe(acac)3 濃度、ヒドラジ

ン添加量、水添加量の調整により、1 ナノメートル

オーダーで結晶子サイズを制御でき、従前の酸化

鉄作製法に比べより精密な結晶子サイズ制御が可

能である。本方法(2)により、いずれのサンプルも

超常磁性的挙動を示すが、その飽和磁化は結晶子

サイズに大きく依存することを認めた。加えて、

本手法で得られる酸化鉄ナノ粒子の粒子径に占め

る磁気的粒径が大きいことを認めた。バイオメデ

ィカル用途において用いられる酸化鉄ナノ粒子は

超常磁性を示すものが多いが、用途によっては飽

和磁化が不足しており、満足のいく結果が得られ
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ないことがある。本研究は、超常磁性を示す範囲

で、最大限飽和磁化を高める手法を提案するもの

であり、バイオメディカル応用に資する酸化鉄ナ

ノ粒子の合成に役立つと思われる。 
③二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(研究班内共通使用)：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考えられた。 
 
E. 結論 
①Fe(acac)3を前駆体として、加水分解・縮合により、

酸化鉄ナノ粒子を作製において、前駆体濃度及び

加水分解・縮合条件によって、酸化鉄ナノ粒子の

結晶子サイズをナノメートルスケールで制御する

ことができ、これにより磁気特性も制御すること

ができた。 
②二酸化チタンナノ粒子の生体への影響を解析す

る場合、凝集体として存在しやすいことより注意

が必要である。 
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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

化チタンの評価用のプロトコール作成を行

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。ナノ

粒子傷害機構に関して、先行実験として、

前立腺癌細胞株 DU145 を用いた。 
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毒性評価およびプ

ロトコール作成： 
1000-15.63 µg/mL の TiO2の希釈系列を作製

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不溶性の二酸化チタンの調整・毒性評価プロト

コールを作成した。②に関して、活性酸素種 (ROS)依存性 microRNA とその標的タ
ンパクの発現解析より、複数の経路から細胞傷害に関与することが推測された。

また、新しいバイオマーカーの可能性として primary cilia を紹介した。   
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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。 
④96 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 

4)二酸化チタンナノ粒子の取込み解析 
10cmシャーレに A549 細胞を 5x105細胞数

を播種し、2日後に TiO2 250 µg/mL 添加

し、1日後回収し、透過電子顕微鏡

（TEM）用に回収し、処理後観察した。 
 
ナノマテリアルの傷害機構の解析 
5) 候補 microRNA 発現解析:miR-5787 およ

び miR-494-3p 
候補microRNAに関して、miR-5787および

miRNA-494-3pを選択した。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。 
6) eIF5 の発現解析： 
候補 microRNA である miR-5787 の標的で

ある eIF5 および miRNA-494-3p の標的であ

るを選択した。 
miR5787 が線維芽細胞の細胞増殖や成長

に関与する eukaryotic translation Initiation 
Factor 5 (eIF5) の発現を抑制するという報告

[BBRC, 415, 567-72, 2011]があることから、

磁性体ナノ粒子曝露後の A549 細胞における

eIF5 の mRNA 発現量・タンパク量を解析し

た。 
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プロト

コール確定：凝集しやすい二酸化チタンナ

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、確定し

た。 



 27 

図 1 に、二酸化チタンナノ粒子の調整法に

ついて示す。また、図 2 に、プロトコール

を示す。 

 
図 1. 二酸化チタンナノ粒子調整 
 

 
図 2. 二酸化チタンナノ粒子細胞毒性評価プロトコール 
図 3-5 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。 

 
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 (A)1000 µg/mL、(B)500 µg/m 
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 4.二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 5. 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 に希釈濃度

と時間経過による細胞増殖促進あるいは抑

制した条件を再度記す。 
 
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 

 
細胞増殖を抑制した MT150 と促進させた
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MT500、AMT600 の細胞内取込み像を示す

（図 6）。定性的であるが、明らかに MT150
の細胞内取込みが多いと観察できる。しか

しながら、AMT600 は多く取込みながら、

増殖は抑制しなかった。 

 
図 6. 二酸化チタンナノ粒子細胞内取込み像 
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の発現をReal-
Time PCR で解析を行った（図 7,8）。 

 

図 7. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-5787発現量変化 

 
図 8. 磁性体ナノ粒子暴露による miR-494-3p 発現量変化 

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。 
この 2 つの標的因子を表 2 に示す。前年度

より、eIF5 については既に報告しているが、

今年度はさらに CXCR4 についての発現も解

析を行なった。 
 
 
表 2. 磁性体ナノ粒子曝露後に発現亢進した miRNAs 

 

 
図 9. 磁性体ナノ粒子暴露時の eIF5 タンパク質発現 
磁性体ナノ粒子曝露により、特に 400 
µg/mL において、eIF5 のタンパク発現量は

ほとんど消失するまで減少し、NAC 処理に

よりコントロールに近いレベルまで回復す

るのを認めた（図 9）。特に ROS の影響を受

けた抑制を認めた。これは、過酸化水素曝

露においても同様の結果を得た（図 10）。
CXCR4 タンパク質の発現も eIF5 と同様に、

磁性体ナノ粒子濃度依存的に減少傾向を認



 29 

めた（図 11）。 
 
 

 
図 10. 過酸化水素暴露時の eIF5 タンパク質発現 

CXCR4 タンパク質の発現も eIF5 と同様に、

磁性体ナノ粒子濃度依存的に減少傾向を認

めた（図 8）。 

 
図 11. 磁性体ナノ粒子暴露時の CXCR4 タンパク質発現 
 

D. まとめ 
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。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

除したプロトコールを作成した。グループ

の他への報告として、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

かず、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。 
 磁性体ナノ粒子の暴露により、2 種類の

microRNA(miR5787、494-3p)の発現上昇、

その標的遺伝子である eIF5およびCXCR4の
発現減少が認められた。また、これらの

microRNA は ROS 依存性であることが示さ

れた。これらの結果をまとめ（図 12）に記

す。microRNA の発現プロファイルから、

ROS 依存性であり、複数の経路から細胞傷

害に関与することが推測された。 
 microRNA の研究は、横浜国立大学大学院

工学研究院医工学研究室（旧渡邉研究室、

現飯島研究室）との共同研究である。 

 

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13）。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
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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]。講座内での他の研究者の報

告では、進行癌（前立腺癌、膵癌）におい

て、一次線毛は消失していると報告してい

る（私信）。また、１次線毛が、脂肪組織形

成に関わることを報告した（Cell Rep, in press）。 
 

 

 
図13. 一次線毛について 
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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：生体を模倣した in vitro 試験系を用いた遺伝毒性評価 
 

研究分担者：戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所 発がんモデル開発部門 ユニット長

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)を用い、共培養システムの構築を行なった。本研究では、この評価系の妥当性について、
マグネタイトナノ粒子 (MGT)を用いて検証した。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。MGTの細胞毒性を調べた結果、GDL1単培養では、MGT
の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度においても殆ど毒性を示さなかった。一方、RAW264.7単培
養では、表面修飾を有さないMGT(BMS-10)は 200 ug/mlで表面修飾を有するMGT(BMSC-5)は 6.25 ug/ml
で生存率が減少し、毒性が見られ、表面修飾の有無で毒性強度に差があることがわかった。次に RAW264.7
と GDL1細胞を共培養し、BMSC-5及び BMS-10を両細胞に曝露し、誘発される変異頻度を解析した。そ
の結果、MGT 曝露群では溶媒対照群と比較して変異頻度の増加が認められた。また、BMS-10 と比較し
て BMSC-5 の方が変異頻度が高い傾向が観察された。更に、変異原性誘発のメカニズム探索のため、本
研究で用いたMGTにより誘発される変異スペクトルの解析を試みた結果、両者では観察された変異スペ
クトルが大きく異なることがわかり、また BMSC-5 曝露群では酸化ストレス由来の変異が多く観察され
た。さらに、細胞への取り込みを観察した結果、BMSC-5は BMS-10よりも細胞内に取り込まれなかった。
変異スペクトルから酸化ストレス由来の変異が観察されたため活性酸素種(ROS)の産生を評価した結果、
BMSC-5曝露で BMS-10よりも強い ROS 産生の増加が確認された。さらに RAW264.7における炎症性サ
イトカイン TNF-a産生を定量した結果、BMSC-5曝露で有意な増加が見られた。BMSC-5曝露で細胞毒性
や強い変異原性および ROS や炎症性サイトカインの増加が確認されたが、ポリアクリル酸修飾による
MGTの特性の変化から貪食細胞に認識されにくくなり、細胞内に取り込まれないためポリアクリル酸修
飾による影響が示唆された。さらに酸化ストレス由来の変異が確認されたことから Fenton 反応による影
響も示唆された。そこで BMSC-5液内の鉄イオン濃度を調べた結果、BMS-10の 9倍近い鉄イオンが検出
された。これらの結果から鉄イオンが直接細胞内に取り込まれ毒性が発現したと考えられた。さらに、同

手法を用いて酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性質が毒性に及ぼす影響を明らかに

することを目的に、5 種の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, MT-150A, AMT-100, 
TKP-102）を用いて検討した。まず、細胞毒性について調べた結果、RAW264及び GDL1に対して、いず
れの酸化チタンナノ粒子も用量依存的に細胞生存率を低下させることがわかった。また、細胞毒性の程度

は GDL1に比べ RAW264で顕著であることがわかった。これは RAW264がマクロファージ様細胞である
ため、酸化チタンを貪食した後、分解できずに細胞破裂が起こったと考えられた。さらに、RAW264.7と
GDL1のどちらの細胞でもアナターゼ とルチルでの結晶の違いでの差は見られなかった。次に AMT-100
と TKP-102暴露における gpt遺伝子を標的とした変異原性試験を実施した。いずれも酸化チタンナノ粒子
の用量非依存的であり、共培養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が観察された。この結果は先行研究の

ナノマグネタイトや多層カーボンナノチューブの結果とは異なる結果となったが、各サンプルのタイター

からも、解析が不十分であることが考えられるため、最終的な評価には更なる検討が必要であると思われ

る。In vitro変異原性試験において AMT-100の方が TKP-102より変異頻度が上昇する傾向が観察された。
AMT-100は一次粒子径が 6 nmで比表面積が 280 m2/gに対し TKP-102は AMTより大きく一次粒子径が
15 nmで比表面積が 110 m2/gである。一般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大きいほど細胞や組
織に取り込まれやすく、毒性が現れることから、AMT-100 の方が変異が起きやすいという結果になった
と考えられた。今後、酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性質が遺伝毒性に及ぼす影響

についてさらに詳細に明らかにするために、その他の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A,）の gpt 遺伝子に対する変異原性についても解析することが必要だと思われる。 
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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

ノチューブを用いて検証してきた。本研究では、

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するため、

ポリアクリル酸修飾を施したマグネタイトナノ粒

子 (MGT)である BMSC-5 と修飾を施していない

BMS-10 を使用した。さらに、同手法用いて各種

酸化チタンナノ粒子の遺伝毒性評価についても実

施した。 
 
B．研究方法 
 [MGT を用いた試験] 
① MGT の細胞毒性試験 

96well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×104 
cells/well及び 4.0×104 cells/well で播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及び BMSC-5 を 200 
µg/ml から 2段階希釈で各 well に加え、24時間曝
露した後、培地を吸引除去し、基本培地を 100 �l
加えた。 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

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。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 

6well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 1.0×106 
cells/well及び 2.0×106 cells/well で播種し、24時間
前培養した。各細胞に BMS-10及び BMSC-5 を 50 
µg/ml で 24時間曝露した後、トリプシン処理によ

り細胞を回収し、1ml の PBS で再懸濁した後、10%
ホルマリン溶液を入れ細胞固定を行なった。フロ

ーサイトメーター(FCM)を用いて、得られた細胞

固定サンプルの解析を行った。 
④ マグネタイトナノ粒子処理による活性酸素

種(ROS)産生 
6well plate に GDL1 及び RAW264.7 を 2.0×106 
cells/well で播種し、24時間前培養した。各細胞に

BMS-10及び BMSC-5 を 50 µg/ml で 2時間曝露し

た後、Lysis buffer を加え、セルスクレイパーで細

胞を剥がし、1.5 ml チューブに移した。遠心分離

を行い上清を新しいチューブに回収し、OxiSelect 
in vitro ROS/RNS assay kit を用い ROS産生評価を

行った。 
⑤ RAW264 細胞へのマグネタイトナノ粒子処

理による炎症性サイトカイン放出 
6 well plate に RAW264.7 を 2.0×106 cells/well で播
種し、24時間前培養した。細胞に BMS-10および

BMSC-5 をそれぞれ 25 µg/ml及び 50 µg/ml で 24
時間曝露した後、培養上清をチューブに移した。

この上清をサンプル液とし、Quantikine Mouse 
TNF-α を用いて培養上清中の TNF-aを定量した。 
⑥ Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イオン

濃度の定量 
1.5 mlのエッペンチューブにDMEMを1 ml加え、

50 µg /ml になるように各MNPs を加え、voltex を

用いてよく混合した。4℃、10000 rpm、10 min で

遠心分離をし、上清をアッセイ検体とした。

Ferrozine assay にて培地中の鉄イオン濃度 (µg /dl)
を算出した。 
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[酸化チタンナノ粒子を用いた試験] 
① 酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 
まず、被験物質の調整を行なった。本試験で用い

た酸化チタンは、JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102 である。このうち、

JRCNM01001a, JRCNM1005a は EU の Joint 
Research Center (Ispra, Italy) よ り 、 MT-150A, 
AMT-100, TKP-102 は本研究班の大野先生より供

給いただいた。これらマテリアルは DMEM+10% 
FBS+1% penicillin/streptomycin 基本培地に懸濁し

て超音波処理を行い以下の試験に供した。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、トリパンブルーの取り込みを

指標に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。6well plate に RAW264
及び GDL1 を 1x106 cell/well及び 5x105 cell/well で
播種し、24時間培養した。その後、各細胞に 5種
の酸化チタンナノ粒子を RAW264 に 125, 250, 500 
µg/mL、GDL1 には 250, 500 µg/mL を各 well に添
加し、24時間曝露後にトリパンブルーを用いて細

胞生存率を測定した。 
⑦ 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

GDL1 細胞を播種した後、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。各種酸化チタンナノ粒子を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ミ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

除して突然変異頻度を算出した。 
 

（倫理面への配慮） 
 本研究では該当しない。 
 
C．研究結果 
[MGT を用いた試験] 
① 細胞毒性試験 
各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を単培養の GDL1 に

6.25〜200 µg/ml で、RAW264.7 に 3.125〜200 �g/ml
で 24時間曝露し、曝露した際の細胞生存率を NR 
assay により測定した。GDL1 単培養では、MGT
の表面修飾の有無に関わらず、いずれの濃度にお

いても殆ど毒性を示さなかった。一方、RAW264
単培養では、BMS-10 は 200 µg/ml で BMSC-5 は

6.25 µg/ml で生存率が減少し、毒性が見られ、表

面修飾の有無で毒性強度に差があることがわかっ

た（図 1）。 
 

 
 
図 1. 表面修飾の異なる MGT の細胞毒性 
② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 

共培養条件下の RAW 細胞または RAW及びGDL1
の両細胞に各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24 時間
暴露し、6〜7日間培養した後、GDL1細胞からDNA
を抽出し、gpt 遺伝子を標的とした変異原性試験を

行った。結果を図 2 に示す。MGT曝露群では溶媒

対照群と比較して変異頻度が増加する傾向が観察

された。また、BMS-10 では、単培養に比較して

RAW264.7 との共培養条件下で変異頻度が上昇す

る傾向が観察されたが、BMSC-5 ではたん培養条

件下で高い変異頻度が観察されており、共培養条

件下では MF が減少する傾向が観察された。また、

両MGT を比較すると、BMSC-5 の方が高い変異頻

度を示していた(図 2)。更に、変異原性誘発のメカ

ニズム探索のため、本研究で用いた MGT により

誘発される変異スペクトルの解析を試みた。その

結果、両者では観察された変異スペクトルが大き

く異なることがわかった（図 3）。これらのことか

ら、ポリアクリル酸の表面修飾が遺伝毒性発現に

何かしらの影響を及ぼしていることがわかった。 
③ ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 
各 MGT(BMS-10、BMSC-5)を 24 時間曝露した各
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細胞固定サンプルをフローサイトメーターで解析

を行った。FCM では、細胞の大きさの指標である

前方散乱光(FS)と細胞内の複雑さの指標である側

方散乱光(SS)を測定した。結果を図 4 に示す。

BMS-10 曝露群は溶媒対照群と比較してどちらの

細胞も SS 値が増加した細胞数が増加し、細胞内

取り込み量が増加した。また貪食細胞である

RAW264.7 の方が GDL1 よりも取り込み量が多い

ことが観察された。対して BMSC-5曝露群は溶媒

対照群と比較して、SS値が増加した細胞数に変化

がなく、細胞内に殆ど取り込まれていないことが

観察された。 
 

 
 

図2. GDL1細胞に観察された変異頻度 
 

 
図 3. 変異スペクトラム 

 

 
図 4. 各MGT の細胞への取り込み 

 
 
④ マグネタイトナノ粒子処理による活性酸素

種(ROS)産生 
各MGT (BMS-10、BMSC-5)を 2時間曝露した各細

胞ライセート用いて ROS産生を評価した。結果を

図 5 に示す。各細胞の BMS-10 曝露群、BMSC-5
曝露群において非曝露群と比較して ROS 産生の

増加が見られ、RAW264.7 では有意な増加が確認

された。また BMS-10曝露群と BMSC-5曝露群を

比較するとBMSC-5曝露群の方がROSが多く産生

しており、より強い ROS産生を誘導することが確

認された。 
⑤ RAW264 細胞へのマグネタイトナノ粒子処

理による炎症性サイトカイン放出 
各 MGT (BMS-10、BMSC-5)を単培養 RAW264.7
に 25 µg/ml及び 50 µg/ml で 24時間曝露後、培養

上清を回収し TNF-aを定量した。結果を図 6 に示

す。BMS-10曝露群では 25 µg/ml及び 50 µg/ml で
TNF-a の有意な増加が見られ、BMSC-5 曝露群で

は 50 µg/ml で有意な増加がみられた。また TNF-a
産生量は BMS-10曝露群の方が BMSC-5曝露群よ

りも多いということが確認された。 
 

 
 
図 5. 各MGT処理による活性酸素種産生 

 

 
図 6. RAW264.7 における各MNPs の TNF-a産生 
 
 
⑥ Ferrozine assay を用いた培地中の鉄イオン

濃度 
各 MNPs において、BMS-10 を加えた培地から

は 15.4±4.0 µg /dl の鉄イオンが検出された。一方、

BMSC-5 を加えた培地からは 138.4±9.89 µg /dl
の鉄イオンが検出され、BMS-10 と比較すると有

意な差が見られた。 
 

[酸化チタンナノ粒子を用いた試験] 
① 酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 
酸化チタンナノ粒子による細胞毒性を調べる

ために、トリパンブルー試薬を用いた。この方法

は、生細胞はトリパンブルーを取り込まないが死

細胞はその色素を取り込み青色に染色される、と

いう原理に基づいている。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。6well plate に

RAW264 及び GDL1 を 1x106 cell/well 及び 5x105 
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cell/well で播種し、24 時間培養した。その後、各

細胞に 5種の酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, 
JRCNM1005a, MT-150A, AMT-100, TKP-102）を

RAW264 に 125, 250, 500 µg/mL、GDL1 には 250, 
500 µg/mL を各 well に添加し、24時間曝露後にト

リパンブルーを用いて細胞生存率を測定した。 
RAW264.7 ではどの酸化チタンナノ粒子でも

濃度依存的に細胞生存率減少が見られた(図 7)。コ
ントロールと比べ、TKP-102、JRCNM01001a では

有意な差が見られたが MT-150A では 250 µg/ml の
みで有意な差が見られ、AMT-100 では 250、500 
µg/ml の濃度で、JRCNM01005a では 125、250 µg/ml
の場合に有意な差が見られた。 
GDL1 では今回使用した全ての酸化チタンナノ粒

子でコントロールと比べ、濃度依存的に細胞数が

優位に減少した(図８)。 
RAW264.7 と GDL1 のどちらの細胞でもアナター

ゼ とルチルでの結晶の違いでの差は見られなか

った。 
以上の結果から、RAW264及び GDL1 に対して、

いずれの酸化チタンナノ粒子も用量依存的に細胞

生存率を低下させることがわかった。また、細胞

毒性の程度は GDL1 に比べRAW264 で顕著である

ことがわかった。この結果から、遺伝毒性試験に

おける各種酸化チタンナノ粒子の用量としては、

125, 250 µg/mL で行うことに決定した。 
 

 
図7. 各種酸化チタンナノ粒子のRAW264に対する細胞毒性 
 

 
 
図8. 各種酸化チタンナノ粒子のGDL1に対する細胞毒性 
 

② 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 5種の酸化チタ

ン ナ ノ 粒 子 （ JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102）を 125, 250 µg/mL 
の用量で 24時間暴露した。暴露後、培地交換によ

り酸化チタンナノ粒子を取り除き、更に 6〜7日間
培養した。それら GDL1 細胞から DNA を抽出し

た。まずは AMT-100 と TKP-102暴露における gpt
遺伝子を標的とした変異原性試験を実施した。変

異頻度(MF)を算出した結果を表 1 に示す。 
 
表 1. 酸化チタンナノ粒子を曝露した変異頻度

(MF)の結果 

 
 
gpt mitation assay を行なった結果をグラフにまと

めた（図 9）。タイターが十分稼げていない結果も

あり、Preliminary なデータではあるが AMT-100 と

TKP-102 のどちらの酸化チタンナノ粒子でも共培

養した時より単培養した時の方が変異頻度の増加

が見られた。しかし、AMT-100 の 250 µg/ml の単

培養と共培養では共培養した時の方が変異頻度の

増加が見られた。 
 

 
図 9. 酸化チタンナノ粒子の gpt 変異結果 
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D．考察 
先行研究で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)の共培養システムの構築を行った。本

研究では、MGT を用いて、本システムの妥当性の

検証及び、毒性の低減化も考慮して、表面修飾の

違いに対する影響について観察した。修飾を施し

ていない MGT と比較して、ポリアクリル酸の表

面修飾を施した MGT は細胞種によって異なる細

胞毒性を示し細胞内には取り込まれにくいが、遺

伝毒性は強く、また変異スペクトルは全く異なり、

ROSや炎症性サイトカイン産生の増加がみられる

という結果となった。貪食細胞に貪食されにくく

なることから、表面修飾により MGT の特性は変

化したが、遺伝毒性が強くでてしまっているため、

ポリアクリル酸自身の細胞毒性や遺伝毒性への影

響やFenton反応による酸化ストレスの増大による

影響が考えられ、事実、培地中の鉄イオンを測定

したところ、各 MGT による毒性の違いは鉄イオ

ン濃度が異なっていることが原因であると推察さ

れた。今後は BMSC-5 液内に存在している鉄イオ

ンは製造過程中に発生した夾雑物なのか、安定性

の低下等により BMSC-5自体から発生したのかを

調べることや、鉄キレート剤を加えることで

BMSC-5 の毒性が軽減するのかを調べることで毒

性原因を追求すると共にナノマテリアルの安全性

を検討していく。 
また、更に、形状やサイズの異なるナノマテリ

アルの毒性評価について各種酸化チタンナノ粒子

を用いて同手法により検討した。 
まず、曝露濃度を検討するために、各種酸化チ

タンナノ粒子をRAW264.7及びGDL1に 24時間曝
露し、細胞生存率をトリパンブルーを用いて測定

した。その結果 RAW264 と GDL１のどちらの細胞

でも濃度依存的に減少した。また、RAW264 は

GDL1 より酸化チタンの影響が大きいことが分か

った。これは RAW264 がマクロファージ様細胞で

あるため、酸化チタンを貪食した後、分解できず

に細胞破裂が起こったと考えられた。また、以降

の実験は 125 、250 µg/ml の曝露濃度で行なった。 
次に、gpt 遺伝子に対する変異原性の結果、

いずれも酸化チタンナノ粒子の用量非依存的であ

り、共培養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が

観察された。この結果は先行研究のナノマグネタ

イトや多層カーボンナノチューブの結果とは異な

る結果となった。多層カーボンナノチューブの場

合では、マクロファージ様細胞である RAW264.7
細胞が MWCNT を貪食した後、IL-1βや TNF-α が

炎症性遺伝子の誘導を行い、さらに一酸化窒素が

誘導され、ROS が誘導されることで酸化ストレス

によりGDL1に 8-oxo-dGが形成され変異が誘発さ

れたと考えられている。今回行なった実験で共培

養よりも単培養での曝露の方が変異頻度が上昇し

たのはマクロファージ様細胞である RAW264.7 か

らの炎症性サイトカインまたは ROS の分泌が

GDL1 への変異原性を上昇させるレベルではなか

ったか、あるいは酸化チタンナノ粒子自身が

GDL1 に対して直接的な変異原性を十分に持つ可

能性が考えられた。しかしながら、各サンプルの

タイター数からも、解析が不十分であることが考

えられるため、最終的な評価には更なる検討が必

要であると思われる。In vitro 変異原性試験におい

て AMT-100 の方が TKP-102 より変異頻度が上昇

した。AMT-100 は一次粒子径が 6 nm で比表面積

が 280 m2/g に対し TKP-102 は AMT より大きく一

次粒子径が 15 nm で比表面積が 110 m2/g である。

一般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大き

いほど細胞や組織に取り込まれやすく、毒性が現

れることから、AMT-100 の方が変異が起きやすい

という結果になったと考えられた。 
今 後 、 そ の 他 の 酸 化 チ タ ン ナ ノ 粒 子

（JRCNM01001a, JRCNM1005a, MT-150A,）の gpt 
遺伝子に対する変異原性を調べることで、酸化チ

タンナノ粒子の形状や粒径などの物理化学的な性

質が遺伝毒性に及ぼす影響についてさらに詳細に

明らかになると思われる。 
 
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)を用い、共培養システムの構築を行な

った。本研究では、この評価系の妥当性について、

MGTを用いて検証した。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。MGTの細胞毒性を調べ

た結果、GDL1単培養では、MGTの表面修飾の有無

に関わらず、いずれの濃度においても殆ど毒性を

示さなかった。一方、RAW264.7単培養では、表面

修飾を有さないMGT(BMS-10)は200 µg/mlで表面
修飾を有するMGT(BMSC-5)は6.25 µg/mlで生存率

が減少し、毒性が見られ、表面修飾の有無で毒性

強度に差があることがわかった。次にRAW264.7
とGDL1細胞を共培養し、BMSC-5及びBMS-10を両
細胞に曝露し、誘発される変異頻度を解析した。

その結果、MGT曝露群では溶媒対照群と比較して

変異頻度の増加が認められた。また、BMS-10と比
較してBMSC-5の方が変異頻度が高い傾向が観察

された。更に、変異原性誘発のメカニズム探索の

ため、本研究で用いたMGTにより誘発される変異

スペクトルの解析を試みた結果、両者では観察さ

れた変異スペクトルが大きく異なることがわかり、

またBMSC-5曝露群では酸化ストレス由来の変異
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が多く観察された。さらに、細胞への取り込みを

観察した結果、BMSC-5はBMS-10よりも細胞内に

取り込まれなかった。変異スペクトルから酸化ス

トレス由来の変異が観察されたため活性酸素種

(ROS)の産生を評価した結果、BMSC-5曝露で

BMS-10よりも強いROS産生の増加が確認された。

さらにRAW264.7における炎症性サイトカイン

TNF-a産生を定量した結果、BMSC-5曝露で有意な

増加が見られた。BMSC-5曝露で細胞毒性や強い変

異原性およびROSや炎症性サイトカインの増加が

確認されたが、ポリアクリル酸修飾によるMGTの
特性の変化から貪食細胞に認識されにくくなり、

細胞内に取り込まれないためポリアクリル酸修飾

による影響が示唆された。さらに酸化ストレス由

来の変異が確認されたことからFenton反応による

影響も示唆された。そこでBMSC-5液内の鉄イオン

濃度を調べた結果、BMS-10の9倍近い鉄イオンが

検出された。これらの結果から鉄イオンが直接細

胞内に取り込まれ毒性が発現したと考えられた。

さらに、同手法を用いて酸化チタンナノ粒子の形

状や粒径などの物理化学的な性質が毒性に及ぼす

影響を明らかにすることを目的に、5種の酸化チタ

ン ナ ノ 粒 子 （ JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A, AMT-100, TKP-102）を用いて検討した。 
まず、細胞毒性について調べた結果、RAW264 及
び GDL1 に対して、いずれの酸化チタンナノ粒子

も用量依存的に細胞生存率を低下させることがわ

かった。また、細胞毒性の程度は GDL1 に比べ

RAW264 で顕著であることがわかった。これは

RAW264 がマクロファージ様細胞であるため、酸

化チタンを貪食した後、分解できずに細胞破裂が

起こったと考えられた。さらに、RAW264.7 と

GDL1 のどちらの細胞でもアナターゼ とルチル

での結晶の違いでの差は見られなかった。 
次に gpt 遺伝子における変異原性を調べた。ま

ずはAMT-100 と TKP-102暴露における gpt 遺伝子

を標的とした変異原性試験を実施した。いずれも

酸化チタンナノ粒子の用量非依存的であり、共培

養よりも単培養で変異頻度が高い傾向が観察され

た。この結果は先行研究のナノマグネタイトや多

層カーボンナノチューブの結果とは異なる結果と

なったが、各サンプルのタイター数からも、解析

が不十分であることが考えられるため、最終的な

評価には更なる検討が必要であると思われる。In 
vitro 変異原性試験において AMT-100 の方が

TKP-102 より変異頻度が上昇する傾向が観察され

た。AMT-100 は一次粒子径が 6 nm で比表面積が

280 m2/g に対し TKP-102 は AMT より大きく一次

粒子径が 15 nm で比表面積が 110 m2/g である。一

般的には一次粒子径が小さく、比表面積が大きい

ほど細胞や組織に取り込まれやすく、毒性が現れ

ることから、AMT-100 の方が変異が起きやすいと

いう結果になったと考えられた。 
今後、酸化チタンナノ粒子の形状や粒径などの

物理化学的な性質が遺伝毒性に及ぼす影響につい

てさらに詳細に明らかにするために、その他の酸

化チタンナノ粒子（JRCNM01001a, JRCNM1005a, 
MT-150A,）のgpt 遺伝子に対する変異原性につい

ても解析することが必要だと思われる。 
また、本手法を用いて更に他のナノマテリアル

についても検討し、毒性評価に資する情報として

活用することを目指す。また、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についても検討す

る。 
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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 
平成30 年から令和元年までは、NHEK単層培養

系または3Dヒト皮膚再構成系への小核試験導入準

備、令和2年度は、班内で共通使用する二酸化チタ

ンナノ粒子（JRCNM01001a・JRCNM01005a・MT-
150A・MT-500B・AM-T100・AMT-600・TKP-102）
の経皮毒性について、正常ヒト表皮由来ケラチノ

サイトNHEK（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

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。具体的には、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。小核試験に関して、CHL/IU 単層培養系において、非修飾マグネタ

イトは、一定の条件下で小核誘発性を持つ可能性が示唆された。カルボキシル基修飾は、この小核

誘発性を減弱させることを明らかにした。細胞増殖活性が低く、CHL/IU 細胞を用いた常法と同条件で
小核試験が実施できない NHEK を用いる小核試験に関しては、被験物質曝露後長時間培養することにより
可能とし、細胞の大きさや増殖性の観点から NHEK を用いた小核試験を可能とするプロトコルが得ら

れた。。 
7 種類の二酸化チタンナノ粒子（JRCNM01001a・JRCNM01005a・MT-150A・MT-500B・

AMT-100・AMT-600・TKP-102）の経皮毒性について、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すると共に、ヒト 3D 皮膚再構成系

を用いた小核試験法を確立する前段階として NHEK 単層培養系で行った。その結果、7 種類の二酸
化チタンナノ粒子は、いずれも 72 時間以内に細胞毒性を示した。この細胞毒性については、一次粒子径・
比表面積・凝集程度などと、細胞傷害の強さの間には明確な相関性がみられなかったが、結晶型について

はルチル型がアナターゼ型より細胞傷害性が強い傾向がみられた。一方、ヒト 3D 皮膚再構成系では、いず
れの二酸化チタンナノ粒子も細胞毒性を発揮しなかった。このことは、ヒト 3D 皮膚再構成系において、表皮
の重層構造に基づく、いわゆるバリア機能が働き、二酸化チタンナノ粒子の細胞毒性を防御したものと示唆

された。さらに、角質形成が未熟な条件でも同様の結果が得られたことから、表皮のバリア機能は、必ずしも

角質形成の完了による表皮の重層化構造の完成を必要とせず、一定程度の分化が終了していれば有効と

なるものと推察された。なお、二酸化チタンナノ粒子は凝集しやすく、その細胞毒性を正確に評価する為に

は分散制御が重要であると考えられた。 

 



 43 

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すると共に、ヒト3D皮膚

再構成系を用いた小核試験法を確立する前段階と

してNKEK単層培養系で行った。 
 

B. 研究方法 
1) 細胞 
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NHEK（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：陽性対照物質としては，マイトマ

イシン C またはベンツピレンを用いた．陰性対照

物質としては，蒸留水（dH2O）を用いた。 
2-2) 金属ナノ粒子：マグネタイト。マグネタイト

（酸化鉄ナノ粒子）は，本研究の研究代表者であ

る渡邊 昌俊（三重大学大学院医学系研究科）が，

本研究班全体に分配したものである．詳細は，渡

邉の報告書を参照されたい。  
2-3) 金属ナノ粒子：二酸化チタン。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
（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、

JRCNM01001a・ JRCNM01005a・MT-150A・MT-
500B・AMT-100・AMT-600・TKP-102 の 7 種類を

用いた（表１）。 
2-4) 遺伝毒性：小核試験の陽性対照物質としてマ

イトマイシンC（MMC）、陰性対照物質として

dimethyl sulfoxide （DMSO）を用いた。 
3) 実験および解析 
被験物質への曝露は、単層培養系において培地

中へ、ヒト3D皮膚再構成系において表皮組織上面

から（図1）、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、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）と、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の曝露から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、以下の解析も

行った。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。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) 二酸化チタンナノ粒子の表皮系細胞毒性 
1-1) NHEK単層培養系 
二酸化チタンナノ粒子は、最終濃度 1000 µg/mL
を最高濃度として 7.82 µg/mL まで倍々希釈を行っ

た 8種の用量で 24時間曝露して WST-8 アッセイ

を実施した結果、AMT-100 と AMT-600 の 500、
1000 μg/mL と MT-150A と MT-500B の 1000 μg/mL
で細胞傷害を認めた（表 2）。JRCNM01001a と

JRCNM01005a では，1000 μg/mL で細胞生存率が

若干低下したが，明らかでなかった（表 2）。
TKP-102 では、1000 μg/mL まで、明らかな細胞傷

害を認めなかった（表 2）。 
72時間曝露では、7種ともに 125〜250 μg/mL

で細胞傷害を認め、表 2 に示すような 50 %致死用

量を得た。 
二酸化チタンナノ粒子は比較的容易に凝集した

が、比較的低用量では図 2 に示すように、細胞外

のみならず細胞内にも二酸化チタンナノ粒子が存

在することを示唆する所見が観察された。二酸化

チタンの凝集程度は，種類によって異なっていた

（図 3）。 
1-2) ヒト 3D 皮膚再構成系 
角質形成が成熟した 13日間培養ヒト 3Ｄ皮膚再

構成系と，角質形成が未熟である 6 日間培養ヒト

3D皮膚再構成系の両方において、二酸化チタンナ

ノ粒子は、最終濃度 0、0.2、2、20 mg/mL で 24時
間曝露した。MTT アッセイを試みた結果、いずれ

の二酸化チタンナノ粒子も細胞毒性を示さなかっ

た。  
2) 小核試験 
2-1) NHEK を用いた小核試験 

S9mix 非存在下の NHEK においては、マイトマ

イシン C を 3 または 24時間曝露しても、主に１核

が多く、細胞分裂が行われてないようで，細胞の
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数も少なかった。さらに条件検討のため、NHEK
に MCC 10 ug/mL または DMSO を 3 または 6時間
曝露、24または 72時間まで培養し、2核細胞 1000
個中の小核の有無と個数を解析した。その結果、

24時間培養条件では 2核細胞数が著しく少なく試

験が実施できなかったが、72 時間培養条件では

MMC で陽性結果、DMSO で陰性結果を得ること

ができた（表 3）。 
マグネタイトの遺伝毒性について、S9mix非存在
下の CHL/IU においては、BMS-10 あるいは

BMSC-5 の 10-200 µg/mL で 24時間曝露しても、2
核細胞中の小核出現頻度が陰性対照と同等であっ

た。S9mix 非存在下または存在下の CHL/IU にお

いては、3 時間曝露した BMS-10 で 2 核細胞中の

小核出現頻度が陰性対照より高かった。3 時間曝
露した BMSC-5 の 2 核細胞中の小核出現頻度は、

S9mix 非存在下で陰性対照よりやや高く、存在下

で同等であった。なお、両マグネタイト共、S9mi
ｘ存在下の方が非存在下より、２核細胞中の小核

出現頻度が高かった。 
2-2) 3D ヒト皮膚再構成系 
マイトマイシンCを用いて3回実施したが、いずれ

においても十分な小核を確認できなかった。 
D. 考察 

NHEK単層培養系において、AMT-100・AMT-
600・TKP-102は、500 μg/mL以上の高濃度曝露

（24時間）で細胞毒性を示した。この細胞毒性の

強度は二酸化チタンナノ粒子の種類によって異な

り、また、他の被験二酸化チタンナノ粒子につい

ては細胞毒性が検出されなかった。したがって、

二酸化チタンナノ粒子のケラチノサイト毒性の有

無と強度には、当該粒子の物理科学的性状が関与

するものと示唆された。その詳細については、現

在、解析中である。 
一方、ヒト3D皮膚再構成系では、いずれの二酸

化チタンナノ粒子も細胞毒性を発揮しなかった。

したがって、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ことが

示唆された。その詳細と背景メカニズムについて

は、二酸化チタンナノ粒子の表皮透過性も含め、

現在、病理組織学的・分子生物学的に解析中であ

る。 
遺伝毒性に関して、NHEK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小核試

験が実施できないことを明らかにした。しかし、

細胞を被験物質曝露後長時間培養することにより、

NHEKによる小核試験が可能となることが判明し

た。現在、このプロトコルに基づいて、二酸化チ

タンナノ粒子やマグネタイトを用いた小核試験を

実施してた。さらに、ヒト3D皮膚再構成系への応

用については更なる検討が必要と考えられる。 

 CHL/IU単層培養系を用い，S9mixの非存在下ま

たは存在下で実施したオーソドックスな24時間曝
露小核試験において、非修飾マグネタイトBMS-10
とカルボキシル基修飾マグネタイトBMSC-5は、

いずれも陰性であった。3時間曝露試験において、

BMS-10は、S9mixの非存在下または存在下で陽性

を示し、当該小核誘発性がS9mixの存在によって

増強した。BMSC-5は、S9mix非存在下で陽性、存

在下で陰性であった。以上の結果より、BMS-10に
ついては、代謝活性化を必要としないが、それに

よって増強される遺伝毒性がある可能性がある。

しかし、24時間曝露で陰性であることを考え合わ

せると、この非修飾マグネタイトの「遺伝毒性」

については、この段階で結論できず、Ames試験な

ど他のin vitro試験やin vivo試験の結果と併せて総合

的に評価すべきである。 
E. 結論 
NHEK 単層培養系または 3D ヒト皮膚再構成系へ

の小核試験導入については、細胞の大きさや増殖

姓の観点から NHEK を用いた小核試験を可能とす

るプロトコルが得られた。 
CHL/IU単層培養系において、非修飾マグネタイ

トは、一定の条件下で小核誘発性を持つ可能性が

示唆された。カルボキシル基修飾は、この小核誘

発性を減弱させることを明らかにした。 
二酸化チタンナノ粒子のケラチノサイト毒性の

有無と強度には当該粒子の物理科学的性状が関与

し、また、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ことが示

唆された。また、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が

重要であると考えられた。 
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表 1. 被験二酸化チタンナノ粒子の概要 

 

 
 

図１．LabCyte EPI 24モデル 
 

表 2．NHEK単層培養系における二酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 

 

 
 

 
 
図 2．NHEK光学顕微鏡像（MT-150A 15.63 µg/mL，24時間，200倍） 

 

 
 

図 3．NHEK光学顕微鏡像（125 µg/mL，24時間，200倍） 
 

 
表 3. NHEK を用いた小核試験 
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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） （分担）総合研究報告書 
 

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 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、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。 
具体的には、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データベースを選定す

るために生命科学系データベースの調査、データ

ベースの構築法および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

調整など予測モデルの検討、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 
（既存データベースの調査） 

生命科学系データベースのカタログである

Integbioデータベースカタログ（科学技術振興機構、

https://integbio.jp/dbcatalog/）に登録された1,684件
（調査時）のデータベースを中心にインターネッ

ト上で公開されているデータベースの中から遺伝

子発現や化学物質の暴露などに関するものなど本

研究目的に適したものを検索して調査した。 
 
（機械学習の実施環境） 
使用するコンピュータのOSはMS Windowsと

Cent OS (Linux)の両方を用意した。ディープラー

ニング等の機械学習のライブラリとしてGoogleの
Keras / Tensor Flowを採用した。プログラムを組む

ための言語はPythonを使用することとした。

PythonのディストリビューションとしてAnaconda
をインストールした。 
 
（データベース構築および機械学習の調整と検討） 
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を開発する。

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、その方法を検討する。また、

機械学習における入力特徴量について調整する。 
 

研究要旨：3 年間の研究期間において、先ず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のため、既存データベースを調査して、それらからデータを抽出し適

切なラベリングやデータ処理を行なって基礎的なデータベースを構築した。続いて、このデ

ータベースに対して、機械学習のアルゴリズムやパラメータの検討を行ない、生体影響予測

を試みた。特に機械学習のラベリング方法および入力特徴量の調整を検討や、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進めた。また、実測遺伝子発現データを得

るために、標準ナノマテリアルとして酸化チタンを用いた曝露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行なった。 
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（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。 
 
（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: not shown 
・ 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 
 
Ｃ．研究結果 
（既存データベースの調査） 

Integbioデータベースカタログを中心に調査を

行なったところ、本研究の目的に適するいくつか

のデータベースが見出された（表1）。そのうち最

大のものはよく知られているNCBI運営のGene 
Expression Omnibus (GEO)であり、DataSetsで4,348
件、Seriesで105,964件、Samplesで2,783,483件の遺

伝子発現データが登録されている（2018/12/14調査

時点）。今後はこのGEOのデータを主に利用する

こととした。また、Integbioデータベースカタログ

には収録されていないが、化学物質の曝露と遺伝

子や病気との関連をまとめたデータベースとして

ノースカロライナ州立大学運営のComparative 
Toxicogenomics Database (CTD)が存在し、補足的に

利用可能と思われる。なお、公開されている既存

データベースの中でも、全データを一括ダウンロ

ードして再利用可能なデータベースと、検索はで

きるものの一部データしかダウンロードできない

データベースが存在した。後者のタイプのデータ

ベースからウェブスクレイピングにより全データ

をダウンロードすることは可能かもしれないが、

当該データベースのライセンス条件的に問題がな

いかどうか慎重な検討が必要と思われる。 
 
（機械学習の実施環境） 
機械学習ライブラリKeras / Tensor Flowをインス

トールしてプログラムが実行可能であることを確

認した。マイクロアレイ発現データを用いた機械

学習の前に、GEOデータベース上のデータと実測

したマイクロアレイ発現データを用いたデータマ

イニングを試みた。 
 
（データベース構築および機械学習の調整と検討） 
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

開発を進めた。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。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た。 
（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
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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1、図2）。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-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。 
 
（ZnO曝露細胞のマイクロアレイ解析） 
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。発現強度の分布は概ね均等であった。 
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。 
 
Ｄ．考察 
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

けについてはなお課題がのこった。手動でのラベ

ル付けだけでなく、データのメタ情報からうまく

ラベルを生成する方法について検討の余地がある。

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たが、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できる。 
 
Ｅ．結論 
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、既存データベースを調査して、それら

からデータを抽出し適切なラベリングやデータ処

理を行なって基礎的なデータベースを構築した。

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 
論文発表 
1. Chinnathambi S, Hanagata N, Yamazaki T, Shirahata 
N. Nano-Bio Interaction between Blood Plasma 
Proteins and Water-Soluble Silicon Quantum Dots with 
Enabled Cellular Uptake and Minimal Cytotoxicity. 
Nanomaterials. 10(11), 2250, 2020. 
 
G.知的所有権の取得状況 
本年度はなし。 
表1.本研究目的に適すると思われる既存データベース 
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図1. THP-1細胞に対する酸化チタンの毒性評価 

 

 
 
図2. RAW264細胞に対する酸化チタンの毒性評価 

 
図3.階層的クラスタリング
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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）（分担）総合研究報告書  

 
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、二つのナノマテリアルに着目し、①テイカ社から提供された 5 種の二酸化チタンナ

ノ粒子（TiO2 NPs：MT-150A、MT-500B、AMT-100、TKP-102、AMT-600）については、これ

らまでの有害性評価に重要となる物理化学的性状の項目について測定を含めた物性情報を

収集すると共に、有害性データについての物性との関連性解析を実施した。②マグネタイ

トについては、これまでの研究で実施（主に厚生労働科学研究成果データベース MHLW 
GRANTS SYSTEM への公表分）されている有害性情報と物性情報を収集した。

A. 研究目的 
化学物質の中でも極めて特殊な性状を有するナ

ノマテリアルは、生産現場のほか家庭用品などへ

の利用が拡大しており、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が

必要となる。国内において、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）でナノマテリ

アルの規制に向け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)が公開さ

れている。分担研究者の大野は、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

た、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

ータ項目および QSAR/Read-across 解析に向けた

有用なナノマテリアルの安全評価に関する情報

の項目について探索・精査する。 
これまで 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等に収載され公開さ

れている二酸化ケイ素ナノ粒子（SiO2 NPs:NM200
シリーズ）や二酸化チタンナノ粒子（TiO2 
NPs:NM100シリーズ）について、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てきた。さらに収
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集・整理した物理化学的性状データと有害性デー

タとの関連性に関する多変量解析法を実施する

ことにより、多変量解析手法の有用性と有害性評

価に鍵となる物理化学的性状の組み合わせを見

出した。 
最終年度は、二つのナノマテリアルに着目し、①
テイカ社から提供された5種の二酸化チタンナノ

粒子（TiO2 NPs：MT-150A、MT-500B、AMT-100、
TKP-102、AMT-600）については、これらまでの有

害性評価に重要となる物理化学的性状の項目につ

いて測定を含めた物性情報を収集すると共に、有

害性データについての物性との関連性解析を実施

した。②マグネタイトについては、これまでの研

究で実施（主に厚生労働科学研究成果データベー

スMHLW GRANTS SYSTEM への公表分）されて

いる有害性情報と物性情報を収集した。 
 
B. 研究方法 
本研究で実施した対象化合物は、以下。 
１） OECD ウェブサイト上の Titanium dioxide 

(NM100-NM105) - Manufactured 
nanomaterial1 にて公表された Summary 
dossierと dossier 2に収載されている二酸化

チタンナノ粒子(TiO2 NPs :NM-100、NM-
101、NM-102、NM-103、NM-104 、NM-105 
(P25)) を本研究での収集・整理の対象物

質とした。 
２） 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。 

３） 5 種の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs: 
MT-150A, MT-500B, AMT-100, TKP-102, 
AMT600）およびマグネタイトとした。 

【有害性情報の調査対象情報源】 
二酸化チタンナノ粒子(TiO2 NPs :NM-100、NM-

101、NM-102、NM-103、NM-104 、NM-105 (P25))
および二酸化ケイ素ナノ粒子 (NM-200、NM-201、
NM-202、NM-203、NM-204) は、OECD 関連情報、

eNanoMapper データベースなどより情報収集し

た。TiO2 NPs は、本研究班内で実施された A549
細胞を用いた in vitro 毒性試験結果を用い、マグ

ネタイトナノ粒子は、厚生労働科学研究成果デー

タベース MHLW GRANTS SYSTEM に公表され

た厚労科学研究費補助金化学物質リスク研究事

業研究報告書 、及びこれらの研究成果として公

表された原著論文を調査対象情報源とした（表 6
－9）。 

 
【物理化学的性状・有害性情報の情報整理項目】 
物理化学的性状データは、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

パティ等 について収集整理した（表 2）。調査対

象情報源に記載された有害性情報は、in vivo 試験

結果（吸入ばく露試験、気管内投与試験、腹腔内

投与・経口投与試験による急性毒性、免疫毒性、

アジュバント効果）in vitro 試験結果（細胞毒性試

験、遺伝毒性試験等の EC50値等）について収集

整理した（表 6－9）。 
 
【二酸化チタンナノ粒子の物理化学的性状の分

析対象項目（表 2）】 
Ø 不純物の成分分析（化学分析）：高周波誘導結

合プラズマ発光分光分析装置(ICP-AES) （Ce、
Nb は蛍光 X 線分析）による定性分析（対象

元素：K、Ca、Na、S、Ce、Nb：下限 0.1% 、
Fe、Si、P、Al、Cr、Zr、Ti：下限 0.01%）、ICP
発光分光分析法による定量分析（対象元素：

P、Zr、Ca、Ti、Ce、Nb：下限 0.01%） 
Ø 細孔分布・比表面積測定（粒子解析）（表 3）: 
窒素吸着 BET 多点法による細孔分布ならび

に比表面積測定 
Ø 親水性および疎水性評価（表面化学分析）（表

4，表 5, 図 1，図 2）:粒体浸透速度測定、粒

体接触角測定 
 
【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（表 9）】 
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（本研究内ではマ

ウスも記載）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。 
 
【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検体間の類似

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）からの階層的ク

ラスタリング解析法（ HCA: Hierarchical 
Clustering Analysis）の実施により、サンプル間



 
 

53 

の距離が近いものからクラスターを形成し、

類似度の高いクラス分類した（図 3, 図 4） 
Ø 収集したデータに基づく物理化学的性状情報

と in vitro 試験での A549細胞を用いた毒試験

結果との関連性について直交部分的最小二乗

回帰分析（OPLS：Orthogonal Partial Least 
Squares Regression）の実施した（図 5A, 5B） 

Ø OPLS 法：Y = f(x) = a1x1 + a2x2 + … の回帰

式から、Y変数に連動する X変数を探索する

（X 変数を使って Y 変数のモデルを構築す

る）。今回の解析では物性値を X の説明変数

とし、毒性値（細胞生存率の毒性試験結果）を

Y の目的変数として設定し X変数から Y変数
のモデルを構築し予測する。 

 
Ｃ．研究結果 
１．データマイニング 
物理化学的性状データ項目は主に先行研究で

得られた OECD からの試験情報に基づいて作成

しており、約 23 項目のデータを収集した。収集・

整理された物理化学的性状データシートおよび

in vitro 有害性情報は、多変量解析のため、以下に

ついてデータマイニングを実施した。 
- Composition：inpurity の各項目についての検

出限界以下（＜）は、｢0｣と定義した。 
- 未測定データ・測定不能データは｢空欄｣と定

義した。 
- O（wt%）: TiO2(％)の値から換算し算出した。 
- A549 細胞の毒性試験結果：毒性無し（－：

MT-500B、AMT-100、AMT-600）, 毒性は弱い

が有り（＋：MT-150A）,毒性有り（＋＋＋：

TKP-102）は、｢0，2，64｣と数値化により定義

した。 
 
2．化学分析 
二酸化チタンナノ粒子の物理化学的性状の分析

結果を以下に示す（表２）。 
Ø 成分分析（化学分析）は、①K、Ca、Na、S、

Ce、Nb：下限 0.1% 、Fe、Si、P、Al、Cr、Zr、
Ti：下限 0.01%に関して、定性・定性分析は

高周波誘導結合プラズマ発光分光分析装置

(ICP-AES) 島津製作所 ICP8100 によって実

施した。②Ce・Nb に関して、定性分析は日

本電子（株）製エネルギー分散型蛍光 X 線分

析装置 JSX-3100RⅡを用いて蛍光 X 線分析

（EDX）によって実施した。定量分析は ICP 
発光分光分析装置 島津製作所 ICPS8100、原
子吸光装置 Varian AA240、炭素・硫黄分析装

置 CS-844 を用いて ICP 発光分光分析法、原

子吸光分析法、燃焼－赤外線吸収法によって

実施した。その結果、Ce(セリウム)は＜0.01、
Nb(ニオブ)は、＜0.4 で検出された。細孔分布・

比表面積測定（粒子解析）に関しては、マイ

クロメリティクス製  細孔分布測定装置 
ASAP-2020 を用いて真空中、300℃×3Hr前処
理を行い、窒素吸着 BET 多点法によって実

施した（表３）。 
Ø 粒子解析は、比表面積は BET プロットの傾

き及び切片を用い、BET 式より単分子層吸着

量を求め、単分子層吸着量にガス分子一個の

占める断面積（分子占有断面積）をかけて算

出した。一方、細孔分布は、BJH 解析による

細孔分布曲線を用いて求めた（表３）。その結

果、MT-150A は、他の検体と比較すると大き

な穴を占有されていた。TKP-102 は AMT-
150A と同じ比表面積であるが、細孔径が小

さく（1/3~1/4）なり、結果的にその容積も小

さくなった。AMT-100 は比表面積が最大だが、

MT-150A に比べて細孔径が非常に小さいた

め、その容積も小さくなり、小さな穴で占有

されていることが推察された。AMT-600 に関

しては比較的少数の大きな穴で占有されて

いることが推察された。MT-500B はガス吸

着による細孔分布測定の上限（100nm）付近

から上限以上においてガスの吸着が確認さ

れたことから、細孔容積は求めることができ

なかった（表３）。 
Ø 表面化学分析は、親水性および疎水性評価に

は二つの測定方法（粒体浸透速度測定および

粒体接触角測定）によって実施した（表４、

表５、図１、図２）。粒体浸透速度測定は、協

和界面科学製 高機能表面張力測定装置 DY-
500（温度：26±1℃湿度：40±5℃液体：蒸留水、

粉体カラム半径：5mm）によって実施し、試

料をカラムに充填し、カラムを液体表面に鉛

直に接液させた。その後、毛管現象により液

体が粉体粒子の空壁（毛管）を上昇（浸透）

したことによるカラムの重量変化を測定す

ることにより浸透速度を求めた（表 4）。粒体

接触角測定は、協和界面科学製 高機能表面

張力測定装置 DY-500（温度：26±1℃湿度：

40±5℃、毛管半径測定用液体：イソプロパノ

ール（IPA）粉体カラム半径：5mm）を用いて、

浸透速度法によって分析した（表 5）。 
 
得られた表４，表５の結果より、親水性および

疎水性の傾向（図１）および相関（図２）を示す。

図２から散布図を表示させたところ、高い逆相関
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（R2=0.9084）を示し、MT-150A、AMT-100、TKP-
102 (ほぼ有意差なし>）AMT-600 >MT500B  とな

り、AMT-600、MT500Bは疎水性の傾向を示した。 
 
3. 物理化学的性状の類似性評価（階層的クラス

タリング解析：HCA） 
収集・整理した 5種の TiO2 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 法お

よび、階層的クラスタリング法（HCA）による類

似度調査のための解析を実施した（図 3、図 4）。
その結果、全 5検体の TiO2 NPs の 23 項目につい

てクラスター化し類似性が示された（図 4）。 
 

4．in vitro 細胞毒性試験（令和元年度 MHLW 
GRANTS SYSTEM からの in vitro 細胞毒性試

験報告結果：同一研究班内での試験報告結果） 
in vitro 細胞毒性試験（A549 細胞を用いた細胞

生存率％）は、本研究班内で実施された 5 種の 
TiO2 NPs の試験報告について収集・整理した。そ

の結果、毒性は、TKP-102＜＜MT-150A の２検体

間で示し、AMT-100、AMT-600 、MT-500B の 3検
体間で示されなかった。 
 
5． 物理化学的性状データと in vitro毒性試験結果

の多変量解析による関連性解析 
物理化学的性状データと in vitro 毒性試験結果

との関連性解析については、直交部分的最小二乗

回帰分析（OPLS：Orthogonal Partial Least Squares 
Regression）により実施された（図 5A,5B）。本解

析では物性項目（値）を説明変数（Ｘ）とし、毒

性値（細胞生存率の毒性試験結果）を目的変数（Ｙ）

として設定し、X変数から Y変数のモデルを構築

し予測した。 
その結果、図 5Ａの Scores plot より、第一主成

分の正の方向が毒性（+）の結果の強さに対応して

いた。さらに Loadings plot の棒グラフより、正の

相関が大きくなる（インパクトが大きくなる）に

伴い、毒性（+）に関連する変数(物性)が示された

（図５B）。従って、本解析結果では、図５A の

Scores plot より第一主成分（横軸）で毒性との相関

の傾向が分かり、関連する物性項目が横軸から探

査可能であることが示唆された。特に、図５B か

ら、毒性（+）に寄与する変数（インパクトが大き

く、エラーバーが比較的落ち着いている）は、不

純物（P）、 Crystal Phase(Anatase)が挙げられた。一

方、毒性（－）に寄与する変数（インパクトが大

きく、エラーバーが比較的落ち着いている）は、

Si、Crystal Phase(Rutile)、Ca、Crystal size(nm)が挙
げられた。 

 

6．マグネタイトナノ粒子の有害性情報（MHLW 
GRANTS SYSTEM からの in vitro/in vivo毒性試

験報告結果） 
MHLW GRANTS SYSTEM を情報源とした in 

vitro/in vivo のマグネタイトの有害性情報につい

ては、合計 74 試験を収集した（表 6－9）。肺をエ

ンドポイントとした気管内投与試験による in vivo
急性毒性試験（１試験）慢性毒性試験（１試験）、

その他 2 試験の in vivo 試験（肺発がんイニシエー

ター活性の検討および中期発がん性試験）では、

試験種類、動物種、試験条件、BAL細胞数の増加、

炎症、生化学値等の変動が生じた LOAEL 等につ

いての Endpoint について調査し収集・整理を行っ

た（表９）。一方、in vitro毒性試験報告結果につ

いて、①遺伝毒性試験（5 検体を用いた６試験）

では、試験種類、試験動物、細胞種、試験条件、

結果 (陽性/陰性等) 、②細胞毒性試験（10検体を

もちいた２４試験）では、試験種類、細胞種、試

験条件、結果 (細胞毒性有り・無し)、③酸化スト

レス測定試験（11検体をもちいた 40 試験）では、

試験種類、細胞種、試験条件、結果 (ROS 産生、

DNA 付加体形成の増加有り・変化なし、DNA 付

加体形成の増加傾向)の項目について収集・整理

した（表 6－８）。 
 
Ø in vitro毒性試験（MHLW GRANTS SYSTEM

からの in vitro毒性試験報告結果）（表 6－8） 
MHLW GRANTS SYSTEM から収集された

マグネタイトナノ粒子の in vivo 毒性試験報告

結果は、遺伝毒性試験（5検体を用いた６試験）、

細胞毒性試験（10検体を用いた２４試験）、酸

化ストレス測定試験（11検体を用いた 40試験）

について収集・整理した（表 6－８）。 
 

遺伝毒性試験結果（表 6） 
in vitro遺伝毒性試験は、試験種類、試験動物、

細胞種、試験条件、結果 (陽性/陰性等)、につ

いて収集・整理した結果 、６試験全てにおい

て陽性となった。 
 

細胞毒性試験結果（表 7） 
in vitro 細胞毒性試験は、試験種類、細胞種、

試験条件、結果 (細胞毒性有り・無し)、につ

いて収集・整理した結果 、24 試験のうち 15
試験で毒性を有した。特に、①アモルファス

SiO にカプセル化された Mn1-xZnxFe2O4(x=0, 
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8)の検体で、

Human prostate cancer cells (DU145)、breast 
cancer cells (KPL4, MCF7, MDA-MB231)を用

いた試験結果は、30min で 4種類のがん細胞
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すべてで約 80％の細胞生存率の低下を認め

た。また、②非修飾磁性体ナノ粒子 
(Fe3O4NPs) (戸田工業株式会社より購入)、表

面をカルボキシル基で修飾した磁性体ナノ

粒子 (Fe3O4NPs-COOH) (Institute for Integrated 
Cell-Material Sciences (iCeMS), 京都大学より

購入)の検体で、前立腺癌細胞株 (DU145)、前
立腺癌細胞株 (LNCaP)をもちいた 4 試験の

結果においても、全ての検体間で細胞毒性が

認められた。 
 

酸化ストレス測定試験結果（表 8） 
in vitro 酸化ストレス測定試験は、試験種類、

細胞種、試験条件、結果 (ROS 産生、DNA 付

加体形成の増加有り・変化なし、DNA 付加体

形成の増加傾向)について収集・整理した。結

果は、40 試験のうち 18 試験間で ROS 産生・

DNA 付加体形成の増加有り・変化なし、DNA
付加体形成の増加傾向を認めた。特に、上記

の細胞毒性試験結果で同一検体として試験

さ れ て い た 非 修 飾 磁 性 体 ナ ノ 粒 子 
(Fe3O4NPs) (戸田工業株式会社より購入)、と

表面をカルボキシル基で修飾した磁性体ナ

ノ 粒 子  (Fe3O4NPs -COOH) (Institute for 
Integrated Cell-Material Sciences (iCeMS), 京都
大学より購入)は、16 試験のうち 2 試験：

Fe3O4NPs（ROS 生成、26h、前立腺癌細胞株

DU145、100μg/mL）、Fe3O4NPs（ROS 生成、

27h、前立腺癌細胞株 DU145、200μg/mL）で

ROS 産生が認められたが、残り 14 試験間で

の変化は認められなかった。 
 

Ø in vivo毒性試験（MHLW GRANTS SYSTEM
からの in vivo毒性試験報告結果）（表 9） 

MHLW GRANTS SYSTEM から収集したマ

グネタイトナノ粒子の in vivo 毒性試験報告

結果については、肺をエンドポイントとした

4 試験の気管内投与試験データについて、

HESS搭載用に収集・整理した。 
反復投与毒性試験結果 
反復投与毒性試験（気管内投与試験）の有害

性情報は 4 試験の毒性試験データについて収

集した。これらの収集項目では、試験種類、

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 等について調査し、収集・整理

を行った。4 試験の結果は以下であった。 
 
ü マグネタイトスラリー (pH10.1, Lot: 90316) 

(戸田工業)（EDS で鉄及び酸素を検出、それ

以外の不純物 (元素) は検出無）を検体に用

いて、F344/DuCrlCrli ラット（male/female, 5 
mg/kg、15 mg/kg、45 mg/kg, 単回）に気管内

スプレー投与し、2 週間後に血液学的・血液

生化学的・病理学的検査を実施した。その結

果、5 mg/kg で雄の精巣重量増加、5 mg/kg 以

上で雌雄の肺の腫大・浮腫・黒色物質沈着、

マグネタイト貪食マクロファージ浸潤・II型
肺胞上皮増生、胸腺リンパ節の褐色粒子沈着、

雌の肺の炎症細胞浸潤、15 mg/kg 以上で雌雄

の肺重量増加、肺胞腔内マグネタイトの沈

着・肉芽形成、45 mg/kg で雌雄の気管支上皮

軽度腫大・気管支粘膜杯細胞増加、異物巨細

胞浸潤、雄の肺血管周囲浮腫を認めた。 
 

ü 磁性ナノ粒子マグネタイト  (Lot. 90828, 
pH10.5: Lot. 100316, pH10.0) （EDS で鉄及び

酸素を検出、それ以外の不純物 (元素) は検
出無）を検体に用いて、F344/DuCrlCrli ラッ
ト（male/female , 0.2 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg, 
1回/4週間、計 13回）に気管内スプレー投与

し、52週間後に血液学的・血液生化学的・病

理学的・免疫組織学的検査を実施した。その

結果、0.2 mg/kg 以上で雌雄の肺のマグネタイ

ト貪食肺胞マクロファージの肺胞腔浸潤、1.0 
mg/kg 以上で雌雄の肺の黒色物質沈着、胸腺

リンパ腫の軽度腫大・灰黒色化、肺の肉芽形

成・II型肺胞上皮腫大・肺胞/細気管支上皮過
形成、雄の血管周囲/気管周囲/間質炎症細胞

浸潤、5.0 mg/kg で雌雄の肺絶対/相対重量増

加、肺の軽度の腫大、雌の血管周囲/気管周囲
/間質炎症細胞浸潤を認めた。 

 
ü 磁性ナノ粒子マグネタイト（ BMS-11; 

Lot.111117，戸田工業)（pH 10.5、一次粒径 5-
15 nm）を検体に用いて、肺発がんイニシエー

ター活性の検討するため、F344ラット（male, 
5.0 mg/kg、1日おき 15日間、計 8回）に気管

内投与し、また、II群 (マグネタイト投与群、 
0.0、5.0 mg/kg 体重、週 1 回、計 4 回)では、

マグネタイトの肺発がんイニシエーター活

性を検討するためマグネタイトを気管内投

与後，肺発がんプロモーション作用を有する

γ-オリザノールあるいはグリセロールを投与

し，肺における腫瘍性病変の発生について病

理学検査を実施した。その結果、マグネタイ

ト投与群（Ⅱ・Ⅳ群）では肺重量増加、マグネ

タイト投与群（Ⅵ群）では肺重量増加傾向、

マグネタイト投与群（Ⅱ・Ⅳ・Ⅵ群）の肺で
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は，暗褐色を呈するマグネタイトの広汎な沈

着、マグネタイト単独投与群（Ⅱ群）の肺では，

マグネタイトを貪食した肺胞マクロファー

ジの肺胞腔及び肺胞壁への浸潤，炎症性細胞

浸潤，Ⅱ型肺胞上皮の腫大等、マグネタイト投

与群（Ⅱ・Ⅳ・Ⅵ群）のリンパ節においては，

HE染色で黄褐色，鉄染色（ベルリン青染色）

で青色を呈する顆粒を貪食したマクロファ

ージの浸潤 (胸腺リンパ節において顕著)を
認めた。さらに、マグネタイトを気管内投与

した後，肺発がんのプロモーターとされる γ-
オリザノールあるいはグリセロールを投与

した群においては，マグネタイト単独投与に

よる肺の病変が修飾されず，肺の過形成性病

変も観察されず，本条件下では、マグネタイ

トが肺発がんイニシエーターとしての活性

を有しなかった。 
 

ü 磁性ナノ粒子マグネタイト（ BMS-11; 
Lot.140528，戸田工業）（pH 9.7、一次粒径 5-
15 nm）を検体に用いて、中期発がん性試験と

て、A/JJmsSlc NNK 2 mg/マウスを腹腔内投与

後、マグネタイト 0、5.0 mg/kg 体重で 16週
間 (4週間毎に 1回)，気管内投与した。II群 
(マグネタイト投与群) の結果は、NNK を投

与したマウスの肺に，多発性に結節あるいは

白斑が認められ，組織学的検索で肺胞上皮の

過形成あるいは気管/肺胞上皮腺腫が高い確

率で認められた．肺胞上皮の過形成及び腺腫

の発現率と個体当たりの腫瘍数にマグネタ

イト併用投与の影響は認められず，本試験条

件下では、マグネタイトが肺に対する発がん

性を有しないことが明らかとなった．一方、

マグネタイト 5 mg/kg 体重投与群でみられた

所見では、肺全例にマグネタイトの沈着と思

われる黒色斑や、マグネタイトと思われる黄

褐色の顆粒を貪食したマクロファージの浸

潤、炎症性細胞の浸潤、肺、卵巣の絶対・相

対重量増加を認めた。 
 

ü 平成 30 年度の二酸化チタンおよび令和元年

度の二酸化ケイ素に関しては、個別の分担研

究報告書を参照。 
 
Ｄ．考察 
平成 30 年度の二酸化チタン、令和元年度の二酸

化ケイ素に関しては、OECD 関連資料およびその

他の関連資料（Case study report、eNanoMapper デ

ータベース）を調査・収集対象の情報源として、

物理化学的性状情報および有害性情報（反復投与

毒性：吸入曝露および気管内投与試験、遺伝毒性

情報を除く in vitro細胞毒性）を収集した。物理化

学的性状の重要性、単位の統一や桁数の調整、結

晶型への分類など、適正な形式に変換の必要性を

認めた。毒性評価において、同一アッセイ条件（曝

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がなく、さらに、横

断的に細胞毒性評価の試験データが揃っていない

ことから、物質間の細胞毒性を比較解析に資する

十分なデータがなく、また、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ると考え

られた。 
成分分析の定性分析から、Ce については、定量

分析結果から偏析の可能性として考えられた。ま

た、Nb は、製造元より酸化チタン製造に用いる

原料に 0.1‐0.2％程度含まれている報告から、本試

験結果と一致し、二酸化チタンナノ粒子そのもの

への含有ではなった。5種の TiO2 NPs について、

物理化学的性状データの特性解析（HCA 法）によ

るクラスタリングの実施結果のみでは、毒性試験

結果（A549細胞に与える毒性評価試験結果）と関

連性は見いだせず、物性項目データ数の情報が少

ないことが理由の一つと考えられた。また、更に

検討をすすめた物理化学的性状データと細胞毒

性試験結果（A549 細胞に与える毒性評価試験結

果）とのOPLS解析による関連性解析の結果から、

最も毒性を示した TKP-102 は、不純物（P）の多

さと Crystal phase (Anatase) の影響が示唆された。

従って、これらの物理化学的性状の組み合わせが

in vitro 試験での毒性に影響することが考えられ

た。一方、マグネタイトナノ粒子の有害性情報に

ついては、MHLW GRANTS SYSTEM から in 
vitro/in vivo毒性試験報告結果より 74試験を収集・

整理した。マグネタイトナノ粒子に関しては、物

理化学的性状の情報数が殆どなく、現在は収集し

たデータ内で入手困難な検体が多かった理由に

より、物理化学的性状に必要な測定ができず、有

害性情報との解析に資するデータが揃わなかっ

た。今回、収集・整理したマグネタイトナノ粒子

の毒性の傾向としては、in vitro毒性試験で遺伝毒

性は試験されたすべての検体間で陽性を示し、ま

た、細胞毒性、酸化ストレス試験では試験された

約半分の検体が、それぞれで細胞毒性を有し、酸

化ストレスを引き起こしていた。従って、どのよ
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うな物理化学的性状を有するかについては不明

であることから各検体の測定データの収集の必

要性が求められた。 
 
E. 結論 
平成 30 年度の二酸化チタン、令和元年度の二酸

化ケイ素および令和 2 年の二酸化チタンの解析よ

り、ナノマテリアルの安全性評価において、多変

量解析法は物理化学的性状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。ま

た多変量解析を実施するためにはデータ解析の基

礎となる物性値ならびに有害性情報の広域かつ高

精度なデータの収集と、データマイニングのため

のリソースの選択が非常に重要であった。今後、

ナノ粒子の健康影響のさらなる解明に繋げていく

ために、さらに収集データ数を増やし、より複雑

なデータに対し解析を実施することが必要である。 
最終年度では、自検データを組み入れ、5種の

TiO2 NPs に関する物理化学的性状データの情報収

集と、in vitro毒性試験結果の収集データについ

て、解析用データに整理・データマイニングし、

物理化学的性状の特性解析および、A549細胞に

与える毒性評価試験結果との関連性解析を実施し

た。OPLS 法による多変量解析で毒性に関連する

物理化学的性状項目の組み合わせを見出したが、

物理化学的性状の情報については項目数の不足が

見られた。マグネタイトナノ粒子に関しては、in 
vitro/in vivo毒性試験報告結果からの有害性情報に

関しては、in vitro 試験で同一検体間の統一され

た試験法や条件で毒性試験を検討し、実施する必

要があった。また、in vivo 試験では、肺に炎症所

見のある気管内投与試験結果データは、わずか 4
試験のみであった。さらに、マグネタイトナノ粒

子の物理化学的性状については、情報が殆どなか

ったことから、毒性試験結果との関連性解析を進

めていくためにも物理化学的性状の収集が今後の

課題となった。 
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Table １ 5種の TiO2 NPs の調査対象物質 

 

 
Table 2 5種の TiO2 NPs の物理化学的性状 

 

※1 不純物は 6 化合物の各種元素について定性分析後、P, Ca, Zr, Ti については定量分

析を実施した。 
※2 TiO2は Ti の定量結果より換算した。 
※3 推定存在比（％） 

Property Method/Inst
rument MT-150A MT-500B AMT-100 TKP-102 AMT-600

Crystal phase Rutile Rutile Anatase Anatase Anatase

Crystal size  
(nm) 15 35 6 15 30

Composition※ Impurity (μg/g Fe) ICP-AES < 100 < 100 < 100 < 100 < 100

Impurity (μg/g Si) ICP-AES < 100 100 < 100 < 100 100

Impurity (μg/g K) ICP-AES < 1000 < 1000 < 1000 < 1000 < 1000

Impurity (μg/g P) ※1 ICP-AES < 100 < 100 680 770 620

Impurity-coating (μg/g Al) ICP-AES < 100 < 100 < 100 < 100 < 100

Impurity (μg/g Cr) ICP-AES < 100 < 100 < 100 < 100 < 100

Impurity (μg/g Zr) ※1 ICP-AES 280 300 270 300 470

Impurity (μg/g Ca) ※1 ICP-AES 870 910 160 290 280

Impurity (μg/g Na) ICP-AES 2000 < 1000 < 1000 < 1000 < 1000

Impurity (μg/g S) ICP-AES < 1000 < 1000 < 1000 < 1000 < 1000

Impurity (μg/g Mg) - - - - -

Impurity (％ Ce) ※3 ICP-AES < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

Impurity (％ Nb) ※3 ICP-AES 0.11 0.16 0.16 0.17 0.15

O (wt%) 0.0 39.8 34.8 39.0 39.1

Ti (wt%) ※2 ICP-AES 55.7 59.6 52.1 58.4 58.5

TiO2(%)  (括弧内はdata-sheetの値) ICP-AES 92.9(90<) 99.5(90<) 86.9(93) 97.5(96) 97.5(98)

Coating no no no no no

Hydrophilic / 
Hydrophobic Hydrophilic Hydrophobic Hydrophilic Hydrophilic Hydrophobic

Specific 
surface area 
(m²/g)

surface area (m2/g) (括弧内はdata-

sheetの値)
BET 109 35 325(280) 109(110) 55(52)

micropore 
distribution

micropore distribution（細孔容積
_cm3/g%

BET 0.44 - 0.36 0.32 0.24

micropore distribution（細孔径
_nm%

BET 46 - 2.7 13 26
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Table 3   窒素吸着多点法測定結果 

  
 
 
Table ４   浸透速度測定結果 

  

 
 
Table ５   粉体接触角測定結果 

  

 
  

細孔容積 細孔径※1

(cm3/g) (nm)

M T-150A 109 0.44 46

M T-500B 35 - -

AM T-100 325 0.36 2.7

TKP-102 109 0.32 13

AM T-600 55 0.24 26

ﾒｿﾎﾟｱ領域 BJH 解析 (1～100nm )

比表面積(m 2/g)

1 回目 2 回目 3 回目 平均値 標準偏差

MT-150A 0.9 0.8 0.8 0.8 0

M T-500B 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1

AM T-100 0.9 0.7 1 0.8 0.2

TKP-102 0.7 0.7 0.9 0.7 0.1

AM T-600 0.5 0.5 0.5 0.5 0

粉体浸透速度(m m 2/s )

1 回目 2 回目 3 回目 平均値 標準偏差

MT-150A 53.8 56.4 57.2 55.8 1.8

M T-500B 87.8 83 82.8 84.5 2.8

AM T-100 53.9 61.9 46.5 54.1 7.7

TKP-102 59.6 63.3 54.2 59.1 4.6

AM T-600 75.7 77.4 77.4 76.9 1

粉体接触角（°）
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Figure 1  浸透速度と接触角（親水性および疎水性の傾向） 

 
 
 

 

Figure 2  浸透速度と接触角（親水性および疎水性の傾向）との相関図 
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Figure 3 5種の TiO2 NPs の主成分分析（PCA） 

 
 
Figure 4 5種の TiO2 NPs のクラスタリング（HCA） 
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Figure 5  5 種の TiO2 NPs の物理化学的性状と A549 細胞毒性試験結果と物性との多

変量解析（OPLS 解析） 
 
5A） Scores plot 

 
 
5B)  Loadings plot 
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Table 6   マグネタイトの有害性情報（遺伝毒性） 

 

＋: 陽性 
 
Table 7   マグネタイトの有害性情報（細胞毒性） 

 
↓: 細胞毒性有り、→: 細胞毒性無し 

検体 試験法 &'()*+',,*)-.' &/0' 濃度 結果

56789: ;<=:>=?9 5@A肺細胞

単回気管内

投与LMNOM

PN時間後

TUTVMTUN*

0WX0YZ('
[

56789: W.)遺伝子突然変異 5@A肺細胞
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TUN*

0WX0YZ('
[

g'NhL

g'LhO
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uML*0W [

小核試験 v:肺wx由来細胞株*|}VO~� 不明

NTT*�WX0�*

|��他�濃
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[
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Table 8   マグネタイトの有害性情報（酸化ストレス） 

 

↑ : ROS 産生、DNA 付加体形成の増加 
(↑) : DNA 付加体形成の増加傾向 
→ : 変化なし 
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Table 9   マグネタイトの in vivo気管内投与試験による有害性情報（HESS database sheet） 

 

 
 

研究班 渡邉班 渡邉班

総合研究報告書+,- ./01.2//34 ./01.2//34
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×rsw,priAiuSS |3 xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI �4¶Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS |P xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI �4¶ß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS |2 xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI x�4Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS |µ xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI x�4ß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS |1 xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI x¶�Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS |G xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI x¶�ß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
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×rsw,priAiuSS 0/. xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB×u�itu,��iSI d¶xß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
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×rsw,priAiuSS 0/G xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��ABhS~�,��iSI Û4¶Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
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×rsw,priAiuSS 0.0 xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB��QiS�SiI �h�ß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2
×rsw,priAiuSS 0.. xSRQi,�,�p�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA�S��AB¶,Q�~�Qip,rI ��Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 01| 4�,,sA�tSRp�Q�AS�QRprQip,r4�,,sA}Su~R ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 0G/ Öu�QrAÜSp�ti} 4uQpr �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 0G0 Öu�QrAÜSp�ti} 4uQpr �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 0G. Öu�QrAÜSp�ti} 4uQpr �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 0G3 Öu�QrAÜSp�ti} 4uQpr �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 0GP +S�u,w}� 4uQpr r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .PP +S�u,w}� JriS}iprS r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .P2 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}JriS}iprS r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .Pµ Öu�QrAÜSp�ti} hp�Su �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .P1 Öu�QrAÜSp�ti} hp�Su �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .PG Öu�QrAÜSp�ti} hp�Su �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .P| Öu�QrAÜSp�ti} hp�Su �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .2/ +S�u,w}� hp�Su ×r�Qu�SsAB+S�u,w}�I r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .G0 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}�Qr�uSQ} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .G. Öu�QrAÜSp�ti} xSQui �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .G3 Öu�QrAÜSp�ti} xSQui �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .GP Öu�QrAÜSp�ti} xSQui �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .G2 Öu�QrAÜSp�ti} xSQui �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .Gµ +S�u,w}� xSQui r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .G1 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}xSQui d�,�QuspQ�ArS�u,}p} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .GG xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}xSQui d�,�QuspQ�AsS�SrSuQip,r r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .G| xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}xSQui d�,�QuspQ�Avp¤u,}p} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .|/ xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}xSQui ¶S��Aprvp�iuQip,r�Jrv�QRQip,r r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .|0 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}xSQui ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .|. Öu�QrAÜSp�ti} h~r� �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ 2 02 0 2 2 2
×rsw,priAiuSS .|3 Öu�QrAÜSp�ti} h~r� �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS .|P Öu�QrAÜSp�ti} h~r� �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ 2 2
×rsw,priAiuSS .|2 Öu�QrAÜSp�ti} h~r� �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2

×rsw,priAiuSS .|µ +S�u,w}� h~r�
RQu¤�Ss�sp}�,�,uSsAQuSQÝ²A}Ü,��SrA
�~r�

f 2 0 2 r,AsQiQ r,AsQiQ

+S�u,w}� h~r� KSw,}piA,vA¤�Q��ARQiSupQ� f 2 /-. 0 r,AsQiQ 2
×rsw,priAiuSS .|1 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h~r� xSR,uutQ�S r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .|G xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h~r� �,QR�A�S��AQ��~R~�Qip,r r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS .|| xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h~r� ×sSRQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ

×rsw,priAiuSS 3// xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h~r�
¶S��Aprvp�iuQip,r�Jrv�QRQip,rA
BRQ�u,wtQ�S²ArS~iu,wtp�I

f 2 f /-. 2 2

×rsw,priAiuSS 3/0 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h~r�

ÖitSuAvprspr�}ABvp¤u,ip�AuSQ�ip,r²A
�,��Q�SrA�,riSriI
KSw,}piA,vA¤�Q��ARQiSupQ�²Ax�wSuiu,wt�A
,vAQ��S,�QuAi�wSAJJA�S��}²A
Q��S,�Qu�¤u,r�tp,�SASwpitS�pQ�A

f 2 /-. 0 2 r,AsQiQ

xp}i,wQit,�,�p h~r� KSw,}pi}AprAQ��S,�~}A�Q�pi� 2 02 r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
xp}i,wQit,�,�p h~r� �uQr~�,RQAv,uRQip,r 2 02 /-. 0 r,AsQiQ r,AsQiQ
xp}i,wQit,�,�p h~r� SsSRQAQu,~rsAw~�R,rQu�A�Q}�~�Qupi� 02 P2 r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ

×rsw,priAiuSS 3/. +S�u,w}� �uQ�tSQA SwpitS�p~R ×r�Qu�Ss 02 P2 r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ

×rsw,priAiuSS 3/3 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}�uQ�tSQA
Q��~R~�Qip,rA,vAwQuip��Sf�QsSrA
RQ�u,wtQ�S}

02 P2 /-. 0 r,AsQiQ r,AsQiQ

xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}�uQ�tSQA pr�uSQ}SA,vA�,¤�SiA�S�� 02 P2 r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3/P +S�u,w}� 4,rSARQuu,Ü r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3/2 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}4,rSARQuu,Ü xSRQi,w,pS}p}Ý r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3/µ xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}4,rSARQuu,Ü xSRQi,w,pS}p}ß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3/1 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}4,rSARQuu,Ü ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3/G Öu�QrAÜSp�ti} ew�SSr �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 3/| Öu�QrAÜSp�ti} ew�SSr �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 30/ Öu�QrAÜSp�ti} ew�SSr �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 300 Öu�QrAÜSp�ti} ew�SSr �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 30. +S�u,w}� ew�SSr ×r�Qu�SsAB+S�u,w}�I r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 303 +S�u,w}� ew�SSr �iu,wt�AB+S�u,w}�I r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 30P +S�u,w}� ew�SSr ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 302 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr �p�RSriQip,rABxSR,}psSuprI r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 30µ xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr �p�RSriQip,rABÖitSuI r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 301 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr ×�iuQRSs~��Qu�AtSRQi,w,pS}p} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 30G xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr ¶,r�S}ip,r r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 30| xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr h�RwtAv,��p��S x�wSuw�Q}pQA r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3./ xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr h�RwtAv,��p��S �iu,wt� r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.0 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr �p¤u,}p} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.. xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr xSR,uutQ�S r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.3 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}ew�SSr ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.P Öu�QrAÜSp�ti} �t�R~} �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.2 Öu�QrAÜSp�ti} �t�R~} �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.µ Öu�QrAÜSp�ti} �t�R~} �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.1 Öu�QrAÜSp�ti} �t�R~} �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.G +S�u,w}� �t�R~} �iu,wt�AB+S�u,w}�I r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 3.| +S�u,w}� �t�R~} ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 33/ xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}�t�R~} �t�R,��iS �iu,wt� r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 330 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}�t�R~} ÖitSuAvprspr�} r,AsQiQ r,AsQiQ /-. 0 2 r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 33. +S�u,w}� h�RwtAr,sS Sr�Qu�SsARSspQ}iprQ�A��RwtAr,sS} r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
×rsw,priAiuSS 333 xp}i,wQit,�,�p�Q�Avprspr�}h�RwtAr,sS RQ�u,wtQ�SAQ��~R~�Qip,r r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ

+S�u,w}� h�RwtAr,sS KSw,}piA,vA¤u,ÜrAwQuip��S} f 2 /-. 0 r,AsQiQ r,AsQiQ
+S�u,w}� h�RwtAr,sS Kp}�,�,uQip,rAi,A�uS�p}tA¤�Q�� f 2 r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ

×rsw,priAiuSS 33P Öu�QrAÜSp�ti} ÌpsrS� �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 332 Öu�QrAÜSp�ti} ÌpsrS� �¤},�~iSA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 33µ Öu�QrAÜSp�ti} ÌpsrS� �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiÝ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ 2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 331 Öu�QrAÜSp�ti} ÌpsrS� �S�Qip�SA,u�QrAÜSp�tiß r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ ÞA2 ÞA2
×rsw,priAiuSS 33G +S�u,w}� ÌpsrS� ×r�Qu�SsAB+S�u,w}�I r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ r,AsQiQ
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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）（ 分 担 ） 総 合 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 ：本研究の初年度では、国内省庁のリスク評価書および報告書や文献情報を収集・整
理し、ナノマテリアルに関する物性（サイズ、形態、表面修飾など）、物理化学的特性、用途情

報などのデータベースの構築を行った。ナノマテリアルはすでに実用化され、身の回りの製品

に含まれていることが明らかとなった。しかし、詳細な情報は公開されていないため、リスク評

価に必要な情報の公開が望まれる。令和元年より、オランダ国立公衆衛生環境研究所（RIVM）
が開発した ConsExpo-nano を用いたナノマテリアル曝露評価に必要な情報を調査し、室内での
スプレー型の消費者製品の使用を想定したケーススタディを行った。また、ConsExpo-nano を用
いて曝露量を推定する際にパラメータが結果に与える影響を定量的に評価するため、感度解析

を行った。ConsExpo-nano は、ナノマテリアルの曝露量に関する初期評価には、使用可能である
と考えられるが、今後、対象とするケースを増やした研究が望まれる。また、ConsExpo-nano を
用いる際には、パラメータが変動しうる範囲も考慮する必要があるが、曝露量と非線形関係に

あった入力パラメータについてより詳細に調査・入力することが、より正確な推算値を得るた

めに効率的であることが示唆された。また、ConsExpo-nano を用いて行政関係者および事業者な
どが手軽にナノマテリアルの曝露リスク評価を行えるようにテクニカルガイダンスを作成し

た。  

A. 研究⽬的 
昨年度までに行った消費者製品に含まれる化学

物質や粒子の曝露評価ツールに関する調査にて、

特に汎用性が高く使い勝手も優れていると考えら

れた、オランダ国立公衆衛生環境研究所（RIVM）
が開発した ConsExpo-nano の、ナノマテリアル曝
露評価に必要な情報を調査し、室内でのスプレー

型の消費者製品の使用を想定したケーススタディ

を行った。また、ConsExpo-nanoを用いて曝露量を
推定する際にパラメータが結果に与える影響を定

量的に評価するため、感度解析を行った。テクニ

カルガイダンスの作成も行った。 
 

B. 研究⽅法 
B-1. ナノマテリアルを含む市販製品に関する情
報の調査方法 
経済産業省が行っているナノマテリアル情報収

集・発信プログラムの平成 20〜平成 29 年度まで
に集められた情報を収集した。ナノマテリアルと

しては、特にカーボンナノチューブ、カーボンブ

ラック、アセチレンブラック、二酸化チタン、フ

ラーレン、酸化亜鉛、シリカ、酸化鉄に関する情

報を収集した。 
産業技術総合研究所 化学物質リスク管理研究
センターが編集したナノテクノロジー消費者製品

一覧は、日本で購入できるナノテクノロジーの利

用が明記されている消費者製品をまとめたリスト

であり、日本に住む人がナノマテリアルへ曝露す

る可能性や消費者のナノテクノロジー認知の形成

について検討する際の基礎情報となり得るもので

ある。ここでは、このリストを参考にし、ナノマ

テリアルを含む化粧品などの情報を収集した。製

品名やナノマテリアルの種類、製造元などについ

ての情報を収集した。 
B-2. ナノ粒子の毒性情報の調査方法 

2011 年 7 月 22 日に報告された産業技術総合研
究所の NEDO プロジェクト（P06041）「ナノ粒子
特性評価手法の研究開発」にてまとめられた「ナ

ノ材料リスク評価書-二酸化チタン-」より、二酸化
チタンに関する毒性情報を収集した。また、厚生

労働省の有害性評価書および上述の経済産業省の

ナノマテリアル情報収集・発信プログラムより二

酸化チタンの毒性情報を収集した。 
B-3. ナノマテリアルの安全性評価に関わる曝露
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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」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。 
B-4. ナノマテリアルの安全性評価に関わる曝露
評価ツールを用いたケーススタディ 
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 をベースに開
発され、ナノマテリアルの性状を考慮して、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。本ツ

ールを用いて室内での二酸化チタンを含むスプレ

ー型の消費者製品の使用を想定し、ケーススタデ

ィを行い、推算値の精度を文献値 1 と比較するこ

とで評価した。ConsExpo-nano を用いてナノマテ
リアルの曝露量を推定するために必要な入力パラ

メータを表 1に示し、入力画面を図 3に示す。ま
た、出力パラメータを表 2に示す。ConsExpo-nano
では、ナノマテリアルの粒径ごとの曝露量（図 4）
や、粒径ごとの沈着部位別の沈着比率（図 5）、沈
着量（図 6）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。表 3 には、本ケーススタディにて
使用した入力パラメータを示す。 
感度解析は、ConsExpo-nano のデフォルト値を基
準とし、デフォルト値が設定されていないパラメ

ータは二酸化チタンを含む消臭製品の使用を想定

し、基準値を設定し、±50％変動幅させた際の曝露
量に及ぼす影響を評価した。ConsExpo-nano で最
大値、最小値が設定されているパラメータもあり、

変動幅を±50％にできないパラメータは、変動でき
る範囲で感度解析を行った。表 4 に感度解析で用
いた基準値と変動幅を示す。 
 
C. 結果 
C-1. ナノマテリアルを含む市販製品に関する情
報の調査結果 
カーボンナノチューブは 4 社、カーボンブラッ
ク 5社は、アセチレンブラックは 1社、二酸化チ
タンは 7社、フラーレンは 1社、酸化亜鉛は 3社、
シリカは 3社、酸化鉄は 1社、非磁性 α2 Fe3+酸化
鉄ナノ粒子は 1 社からのナノマテリアルに関する
情報が得られた。カーボンナノチューブの用途お
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よび添加理由については機械的物性向上、電気的

物性向上、触媒担持、導電性付与、熱伝導性付与、

高強度、高柔軟性、高電流密度があり、カーボン

ブラックはゴム補強効果、黒色着色性、導電性付

与効果があり、アセチレンブラックはゴム補強性、

導電付与効果、二酸化チタンは紫外線遮蔽能、吸

着能、光触媒活性、触媒活性、高屈折率、電荷調

整効果がある。フラーレンはラジカル捕捉性、電

子受容性、昇華性がある。酸化亜鉛は透明性と紫

外線遮蔽能力を向上させ、シリカは増粘・チキソ

性付与、補強性付与、流動性付与、耐熱性向上付

与の効果があり、酸化鉄は吸油量が低く、分散性

が良く、フルイ残分が極めて少なく、着色力・隠

ぺい力が大きいなどである。 
C-2. ナノ粒子の毒性情報の調査結果 
C-2-1 経口摂取に関する毒性情報 
産業技術総合研究所の報告書より、使用動物、被

験物質、投与期間、投与濃度が試験ごとに異なる

ために、試験結果を単純に比較することは困難で

あるが、経口投与された二酸化チタンはナノおよ

び顔料グレードに関わらず、吸収され、全身に分

布すると考えられた。厚生労働省の報告書より、

二酸化チタンナノ粒子の LD50は 5000 mg/kg以上
であった。80 nmおよび 155 nm 二酸化チタン投与
群において、海馬領域の細胞減少、肝臓に中心静

脈周囲の水腫性変性および肝細胞の散在性壊死が

観察された。経済産業省の報告書より、マウスに

腹腔内投与し、骨髄細胞を観察した。染色体異常

試験や姉妹分体交換試験では陰性であった。ラッ

トの経口投与による LD50は 10,000 mg/kg以上と
の記述がある。 
C-2-2 吸入曝露に関する毒性情報 
産業技術総合研究所の報告書より、ナノサイズ二

酸化チタンは顔料グレード二酸化チタンよりもフ

リーラジカル活性が強く、ナノサイズの二酸化チ

タンが、発がん物質活性化、DNA 損傷、腫瘍プロ

モーション等の発がん過程に関与する酸化的スト

レスを惹起することが示唆されている。4厚生労働

省の報告書より、生殖能に関しては、生後 19 週に

二酸化チタン曝露群の雄 F1 児を無処置の雌

CBA/J マウスと交配したところ、初回交配開始か

ら F2 児出産までの期間が、有意ではないが、延長

する傾向がみられた。経済産業省の報告書より、

試験ラットに粒径が 15–40 nm の二酸化チタンを
24 ヶ月間全身吸入曝露させ、6 ヶ月間清浄な空気

下で飼育した後解剖した試験で、気管支肺胞の過

形成、間質性線維化、肺に粒子を貪食したマクロ

ファージ等がみられた。 

C-2-3 経皮摂取に関する毒性情報 
産業技術総合研究所の報告書より、ラット、ウサ

ギおよびブタにナノサイズの二酸化チタンを塗布

したとき、チタンは角質層および毛包から検出さ

れたが、真皮までは到達せず、ナノサイズの二酸

化チタンは皮膚を通過しないことが示されている。

厚生労働省の報告書より、二酸化チタン塗布によ

る細胞間隙拡大、デスモソーム損傷及び基底細胞

核周囲の空胞増大などの病理学的変化がみられた

が、皮膚刺激性は認められなかった。また粒子径

が 90 nmよりも小さな二酸化チタンはマウスの皮
膚を通過して、全身に移行すること示している。

経済産業省の報告書より、ウサギを用いた眼刺激

性試験で、わずかに刺激性がみられた｡またウサギ

での皮膚刺激性試験やヒトでの例で、刺激性が認

められなかった場合と僅かに刺激性が認められた

場合がある｡ 
C-３. 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
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に示す。また、アウトプットされる結果を表にま

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。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。ConsExpo-nanoでは、ナノマテリアルの粒径ご
との曝露量や、粒径ごとの沈着部位別の沈着比率

や沈着量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。 
C-4.ナノマテリアルの安全性評価に関わる曝露評
価ツールを用いたケーススタディ 
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曝

露量を推定するために必要なパラメータを収集、

整理した。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
ゾルの粒子径（µm）、変動係数（−）、最大粒子径
（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

速度（h-1）、ナノマテリアル密度（g/cm3）、ナノ粒

子径（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 秒後のクラウドの体積（m3）であ

り、ナノマテリアルの性状を条件として入力する

ことが可能であった。ConsExpo-nanoでは、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

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

性状については数値を入力する必要があった。

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 7 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。 
これらの情報に加え、曝露量に関する情報が記載

された文献 1 を用いて、二酸化チタンを含むスプ

レー型の消臭製品についてケーススタディを行い、

ConsExpo-nano の推算値の精度を評価した。
ConsExpo nano を用いて推定した消臭スプレーに
含まれる二酸化チタンの使用に伴う吸入量および

肺胞沈着量は，それぞれ 5.9 × 10-3および 4.1 × 10-
4 mg kg-1であった。同様のケースにおける既往研

究 1の推定値は，それぞれ 5.7 × 10-2および 4.0 × 10-
4 mg kg-1であり，ConsExpo-nanoを用いて推算した
曝露量と文献値 1の比は、吸入量については 0.104
倍、肺胞沈着量については 1.02 倍となった。 

ConsExpo-nano への入力パラメータについて感
度解析を行った結果、入力パラメータとエアロゾ

ル粒子の曝露量の関係は大きく分けて、線形関係

（図 8）と非線形関係（図 9）の 2つに分けられた。
製品に関するパラメータ、エアロゾルに関するパ

ラメータ、製品使用状況に関するパラメータは、

エアロゾル粒子の曝露量と線形関係にあった。一

方、非線形関係にあった入力パラメータと推定さ

れた曝露量として、エアロゾル粒子の最大粒子径

とエアロゾル粒子の曝露量、ナノ粒子径と曝露さ

れると推定されたナノ粒子数、エアロゾル粒子径

と曝露されると推定されたエアロゾル粒子の表面
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積、ナノ粒子の表面積と曝露されると推定された

ナノ粒子数が挙げられた。ConsExpo nanoにおいて
は、エアロゾルの最大粒子径は、粒子径の中央値

や変動係数とともに、粒子径分布を求めるために

使用され，統計的な意味と異なって使用される。

具体的には，最大粒子径以上の分布は切り取られ、

中央値以下の最大値も許容される。 
以上の結果をもとに、ConsExpo-nanoを用いて行

政関係者および事業者などが手軽にナノマテリア

ルの曝露リスク評価を行えるようにテクニカルガ

イダンスを図 10のように作成した。 
 
D. 考察 
ナノマテリアルのリスク評価を行っている機関

および省庁としては、産業技術総合研究所、経済

産業省、厚生労働省が主であった。市販されてい

る製品中に含まれるナノマテリアルとしては二酸

化チタンが多く、ナノマテリアルに関する毒性情

報も二酸化チタンのものが多かった。しかし、製

品中のナノマテリアルに関しては、具体的な性状

などの情報が公開されていないことが多く、製品

中に含まれるナノマテリアルのリスク評価のため

にはより詳細な情報を独自に収集する必要性があ

ることが示唆された。 
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。 
本研究で参考にした文献 1には、ConsExpo-nano
での推算に必要なすべてのパラメータが記載され

ていたわけではなく、いくつかのパラメータは文

献 1 の状況を反映しきれていない可能性があるデ

フォルト値などの数値を用いたため、これによる

誤差も含まれていると考えられる。そのため、

ConsExpo-nano 自体の評価には、パラメータを揃

えた実験が必要だと考えられる。 
 

E. 結論 
ナノマテリアルはすでに実用化され、身の回り

の製品に含まれていることが明らかとなった。し

かし、詳細な情報は公開されていないため、リス

ク評価に必要な情報の公開が望まれる。 
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。 
ConsExpo-nanoは、ナノマテリアルの曝露量に関
する初期評価には、十分使用可能であると考えら

れるが、今後、対象とするケースを増やした研究

が望まれる。また、ConsExpo-nanoを用いる際には、
パラメータが変動しうる範囲も考慮する必要があ

るが、曝露量と非線形関係にあった入力パラメー

タについてより詳細に調査し、入力する必要があ

ることが示唆された。 
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表 2. ConsExpo-nanoの出力パラメータ 

 
 
表 3. ConsExpo-nanoでのケーススタディに 
用いた入力パラメータ 

 
 
 
 
 
 
 
 
表 4. ConsExpo-nanoでの感度解析に用いた入力
パラメータの基準値および範囲 

 
 

 
図 1.  AIST-ICETの計算ケース設定画面 

 

 
 
図 2. スプレー型消費製品使用時のナノマテリア
ル経口曝露量の推定結果例(AIST-ICET) 
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図 3. パラメータの入力画面 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2. ナノマテリアルの粒径ごとの曝露量 

 
図 3. ナノマテリアルの粒径ごとの沈着部位別の
沈着比率 
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図 4. ナノマテリアルの粒径ごとの沈着部位別 

の沈着量 

 
図5. スプレー型の消費者製品を使用した際の
ナノマテリアルの曝露量の推定結果の例 

 
 
図 6. 曝露量と線形関係にあったパラメータ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図7. 曝露量と非線形関係にあったパラメータ 
 

 
図 8. テクニカルガイダンス 
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