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徳島大学大学院医歯薬学研究部 
口腔分子病態学分野 教授 

研究要旨 
 ナノマテリアル(NM)は細胞内に直接取り込まれるという性質を有するため、吸入曝露

による健康リスクが強く懸念されるところであり、多様な NM の吸入曝露による毒性を

効率的かつ高精度に評価できる試験法の開発および国際標準化が喫緊の課題である。そ

こで我々は、異物排除の根幹を担う抗原提示細胞に対する NM の影響に着目し、in vitro/in 

vivo 研究の連携体制による評価手法開発のための研究を行っている。具体的には、in vitro

において NM が抗原提示細胞株に与える影響の検討、NM の物理化学的性状データの取

得と有害性データの情報収集、さらに in vivo 短期吸入曝露試験を実施した。銀ナノ粒子

は銀イオン同様、THP-1 細胞の CD86 および CD54 発現を亢進したが、銀イオンの方が

はるかに低濃度で活性が見られ、銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオンの溶出が認め

られたことから、銀ナノ粒子による THP-1 細胞の活性化は溶出した銀イオンによるもの

と考えられた。また、種々のナノシリカ粒子は THP-1 細胞の CD54 発現を非常に強く誘

導し、一部の酸化チタン NM については CD54 発現の弱い誘導がみられた。さらに、

RAW246.7 細胞にカーボンナノチューブである T-CNT を添加した結果、MMP12 や線維

化に関与する遺伝子 mRNA 発現が上昇し、THP-1 細胞の LPS 刺激下で T-CNT を加える

と、LPS 刺激のみの細胞に比較して有意に MMP-12 mRNA 発現が上昇した。物性と毒性

の関係を解析するために、各種二酸化チタン NM について、公開された文献などから in 

vivo 有害性情報を取得するとともに、成分分析と細孔分布・比表面積測定を行い、デー

タマイニングの結果、多変量解析手法の有用性を見出した。In vivo 研究としては、針状

二酸化チタン NM が生体レベルで肺胞マクロファージに与える影響解析を目的として、

先行研究で開発した Taquann 法を用いて短期吸入曝露試験を実施し、病理組織学的評価

および免疫機能評価を行ったところ、曝露後 8 週において、CD54+AM の割合が対照群

に比較して有意に増加していた。 
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大野 彰子 
国立医薬品食品衛生研究所 
安全性生物試験研究センター  
安全性予測評価部 主任研究官 

 
A. 研究目的 
短期吸入曝露された各種NMの免疫系に

与える影響について、in vitro/in vivo試験法

研究の連携体制による毒性メカニズムの解

明と評価系の開発を行い、得られた知見を

基にin vitro試験法の確立と将来的なOECD
ガイドライン化を目指すための基盤的知見

の収集を目的とする。In vitro試験法研究で

は、様々な特徴を有する各種NMの抗原提示

細胞活性化能の評価、物性の測定及び情報

の収集・整理を行い、in vivo試験法研究では、

先行研究で開発した高分散手法を用いてマ

ウスへの短期全身曝露吸入を実施し、肺胞

マクロファージに与える影響を病理組織的

及びフローサイトメトリーを用いた免疫機

能の評価を行うことで、in vitro試験法の改

良や結果の生理的意義付けのための基盤的

知見とする。 
 
B. 研究方法 
B.1. 様々な特徴を有するナノマテリアルの

抗原提示細胞活性化能等の評価によるデー

タベース作成（足利） 
 今年度は二酸化ケイ素ナノマテリアル

（以下、ナノシリカ）5 種について検討を

行った。被験物質は、OECD において物性

と毒性情報が収集されている NM-200, 
NM-201, NM-202, NM-203 および NM-204
とした。抗原提示細胞の活性化能を評価と

する試験法として、皮膚感作性試験法であ

り、OECD テストガイドライン化されてい

る h-CLAT (OECD TG442E)を用いた（方法

の詳細は B.3.2 に記載した）。h-CLAT は細

胞適用時に均一に分散されていることが

必要なため、プローブ型超音波装置を用い、

細胞培養液での分散条件を設定した。分散

条件決定後、それぞれのナノシリカが

THP-1 細胞の細胞生存率、CD86 および

CD54 発現に与える影響を検討するために、

測定濃度は予備試験である細胞毒性試験

結果から、発現の濃度閾値(EC150 for CD86
と EC200 for CD54)が求まるよう、公比√10
希釈で 8 段階設定した。 
 
B.2. ナノマテリアルの物性とTHP-1細胞に

与える影響の関連性解析および評価（大野） 
今年度の本研究で実施する対象化合物

は 6 種の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs: 
MT-150A, MT-500B, AMT-100, TKP-102, 
AMT600, TiDW）とした。 
【有害性情報の調査対象情報源】 
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。 
【物理化学的性状の分析対象項目】 
 成分分析（化学分析）：蛍光 X 線法によ

る定性分析（対象元素：Na～U：下限

0.1%）、ICP 発光分光分析法による定量

分析（対象元素：Fe、Si、P、Al、Cr、Zr、
Ca、Mg、Ti、Ce、Nb：下限 0.01%、Si・
P は 0.05%）、原子吸光分析法による定

量分析（対象元素：Na、K：下限 0.01%）、
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燃焼－赤外線吸収法による定量分析（対

象元素：S、下限 0.01%） 
 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 
 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 
【情報整理及びデータベース（DB）搭載用

のデータシートの作成】 
収集した情報について MS-Excel のデータ

シートにて作成した。有害性情報に関して

は、今後、HESS DB(「有害性評価支援シス

テム統合プラットフォーム（ Hazard 
Evaluation Support System Integrated Platform、

通称：HESS）:ラットを対象（今回はマウス

も対象）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 SIMCA17 (Umetrix 社製)で以下の解

析を実施した。これらの解析を行うことに

より物質間の類似性や有害性（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。 
 物理化学的情報に基づく主成分分析法 
 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 h-CLAT 試験

法毒試験結果のデータとの関連性につ

いて直交部分的最小二乗回帰分析

（OPLS：Orthogonal Partial Least Squares 
Regression）を実施した。 

 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（h-
CLAT 試験法毒性試験結果）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。 
 収集したデータに基づく in vivo 試験結

果（腹腔内投与毒性試験・皮膚毒性試験

結果）のデータについて PCA 法による

検体間の傾向を検証した。 
 in vitro 試験の h-CLAT 試験法毒性試験

結果のデータと in vivo 試験毒性試験結

果との紐付けの解析法の実施 
 ①物性⇔②in vitro 毒性試験結果⇔③in 

vivo 毒性試験結果について、MOCA
（ Multiblock Orthogonal Component 
Analysis）による 3 ブロックの統合解析

を実施し、共通する変動の変数につい

て探索した（予試験）。 
 MOCA 法：O2PLS の改良版で、同じサ

ンプルに対し複数の分析方法で得られ

た 2 つ以上のブロックデータを統合解

析する。得られた全ブロックデータで

共通の変動および各ブロックでの固有

の変動を同時に可視化する。 
 
B.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 
B.3.1. 各種 NM 分散液の調製と評価 
 各種NMの分散液は以下の方法により調

製した。分散後のζ-ポテンシャルおよび粒

子系分布は Zeta-potential & particle size 
analyzer（ELS-Z25H, 大塚電子株式会社）を

用いて測定した。 
銀ナノ粒子： 
 銀ナノ粒子はBioPureTM 銀ナノ粒子分散

液（nanoComposix, 一次粒径 10.3±1.9 nm, 
濃度 0.99 mg/ml）を用いた。40 mg/ml ウシ

血清アルブミン（BSA）溶液 in 5%グルコ

ース溶液を用いて希釈した後、培地を用い
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て所定濃度まで希釈した。購入時の銀ナノ

粒子分散液および培地分散時の銀イオン

濃度を誘導結合プラズマ発光分光分析

（ICP-AES, ICPE-9000, 島津製作所）によ

り測定した。 
二酸化チタン NM： 
 二酸化チタン NM は粒子状の MT-150A, 
MT-500B, AMT-100, TKP-102, AMT-600（以

上テイカ株式会社）および針状の TiDW を

用いた。二酸化チタン NM はあらかじめバ

イアル瓶に移し、アルミホイルで包んで電

気炉で 220ºC, 18 時間の条件で乾熱滅菌を

行った。4 mg/ml の濃度になるように二酸

化チタン NM を培地に懸濁し、プローブ型

超音波装置（VP-050N, タイテック株式会

社）を用いて氷中で PWM 80%, 1 分間の条

件で処理した。培地を用いて所定濃度に希

釈し、再度プローブ型超音波装置により同

様の条件で処理した。 
 
B.3.2. NM の抗原提示細胞活性化能の評価 
 24 ウェルプレートの各ウェルに 2.0×106 
cells/ml THP-1 細胞懸濁液 500 µl および各

被験物質の分散液または溶液 500 µlを添加

し、CO2 インキュベーター内で 24 時間静

置した。被験物質の曝露濃度は THP-1 細胞

の生存率が 75%となる濃度（CV75）を基準

とし、公比 1.2 で上下合計 8 濃度を設定し

た。曝露後の THP-1 細胞を 10% BSA 含有

リン酸緩衝液（PBS）（FB）で洗浄後、0.01%
グロブリン, 10% BSA 含有 PBS にて 15 分

間ブロッキングした。96 ウェルプレートの

各ウェルに分注した細胞をそれぞれ FITC
修飾された抗 CD54 抗体、抗 CD86 抗体お

よび IgG で 30 分間処理した後、FB で細胞

を洗浄、ヨウ化プロピジウムを添加した。

フローサイトメトリーを用いて FL-1 チャ

ネルおよび FL2 チャネルの強度を測定し、

CD54, CD86 の発現を培地処理群（control）
に対する相対蛍光強度（RFI）として求める

とともに、細胞生存率を算出した。 
 
B.3. 3. 細胞内活性酸素種（ROS）の定量 
 THP-1 細胞を 10 mM CM-H2DCFDA PBS
溶液で 1 時間処理し、培地に再懸濁した。

24 プレートの各ウェルに 2.0×106 cells/ml 
THP-1 細胞懸濁液 500 µl および銀ナノ粒子

分散液または硝酸銀溶液を 500 µl 添加し、

CO2 インキュベーター内で 24 時間培養し

た。細胞を回収し、10% BSA 含有 PBS で 
2 回洗浄したのち、10% BSA 含有 PBS に再

懸濁した。フローサイトメトリーを用いて、

FL-1 チャネルの強度を測定した。 
 
B.3.4. 細胞内に取り込まれた銀の定量 
 24 ウェルプレートの各ウェルに 2×106 
cells/ml THP-1 細胞分散液 500 µl および同

量の 402.50 µg/ml 銀ナノ粒子分散液もしく

は 7.47 µg/ml 硝酸銀溶液を添加し、CO2イ

ンキュベーター内で 24 時間培養した。上

清を捨て、PBS で 3 回洗浄した。HNO3 500 
µl を加えて 70ºC のウォーターバスで 30 分

間処理したのち、氷上で 1 分間冷却した。

それを 3 ml の超純水で希釈し、ICP-AES 測

定を行い、銀濃度を定量した。 
 
B.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋） 
B4.1. 検体の高分散化処理の条件検討 
1．被験物質： 
被験物質として、針状酸化チタン TiDW を

使用した。 
2．検体処理の条件検討： 
TiDW の原末 500 mg をビーカーに入れ、
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35℃に加温して溶解した TBA500 mL を加

えて懸濁液を調整した。TBA 懸濁液を超音

波洗浄器 SU-3TH（柴田科学株式会社）にて、

40W の出力により 2～15 分間の処理を行い、

高分散性の懸濁液を得た。超音波処理前の

懸濁液（0 分）、並びに超音波処理後の懸濁

液（2 分、15 分）をそれぞれ 10 mL を分注

し、形態観察に用いた。 
3．TiDW の形態観察： 
アルミナフィルター（Anodisc、孔径0.02 μm、

φ12mm、 ワットマン）をロート型ガラス濾

過器（51G-1、三商）に載せ、ピペッティン

グにより十分に分散させた Taquann 法処理

TiDW 懸濁液 1 mL を滴下し吸引濾過した。

フィルターを室温で乾燥し、真鍮製 SEM 観

察台（S-GA、φ15×5 mm、日新 EM）にカー

ボンシール（φ12 mm、日新 EM）で固定し

た。オスミウムコーター（HPC-１SW 型、

真空デバイス）により 5 秒間処理を行い走

査型顕微鏡（VE-9800、KEYENSE）によっ

て 2500 倍、加速電圧 2～2.5 kV の条件で観

察した。TiDW の繊維長の計測は ImageJ
（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用いて行った。 
 
B4.2. マウス全身曝露吸入実験 
1．動物： 
C57BL/6NcrSLC（日本エスエルシー株式会

社）雄性マウスを 10 週齢で購入し 2 週間の

馴化期間を経たのち 12 週齢にて使用した。

このマウスは当研究部において、MWCNT
を含めてナノマテリアルの吸入曝露実験に

使用した実績がある。個体識別は耳パンチ

により行った。 
2．飼育条件： 
飼育ケージは、ポリカーボネイト製のアウ

ターケージと PET 製インナーケージを使用

した。紙製の床敷を使用し、1 ケージ当り 5
匹のマウスを収容した。ケージラックはケ

ミカルセーフティ対応のケージ個別換気式

飼育装置（RAIR HD SUPER MOUSE 750TM 
個別換気式飼育装置 特型）を使用した。飼

育条件は、温度；25±1℃、湿度；55±5％、換

気回数；約 20 回/h、照明時間；8 時～20 時

点灯（照明明暗サイクル 12 時間）とし、固

型飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工業株式

会社）を自由摂取させ、飲水は市水をフィル

ター濾過し自動給水装置により自由摂取さ

せた。ケージ内の環境を改善する目的で、シ

ェファードシャック（Shepherd Specialty 
Papers 社）をケージ内に設置した。 
3．群構成： 
HEPA フィルターを通した清浄空気のみを

送気した群（対照群）、TiDW 曝露群の 2 群

構成とした。目標濃度は 30 mg/m3と設定し

た。各群当たり 48 匹のマウスを使用し、肺

沈着量測定用に 9 匹、病理組織用に 6 匹、

免疫機能実験用に 10 匹を割り当てた（表 1）。
1 日 6 時間（10：00～16：00）、5 日間の連

続の全身曝露吸入を行った。 
4．ダスト発生装置 
検体のエアロゾル化は、既設の Taquann 直

噴全身吸入装置 Ver 3.0 を使用した（共同開

発 柴田科学株式会社）。カートリッジへの

検体の充填は、TiDW の tert-butyl alcohol 
(TBA)懸濁液（1mg/mL）を調整し、TBA 懸

濁液を各カートリッジに 10 mL 分注して液

体窒素で固化させた後、デシケーターに格

納して溶媒回収型ポンプで TBA を昇華除

去することで行った。噴射装置からカート

リッジへの圧縮空気の供給圧力は 0.48 Mpa、
噴射時間は 0.2 秒、1 カートリッジ当たり 3
回の噴射を行った。曝露チャンバーの総換

気流量は 32.5 L/min（基礎換気流量；29.5 
L/min、エアロゾルモニター用サンプリング

（CPC）；1.5 L/min、質量濃度測定；1.5 L/min）
と設定した。目標濃度に速やかに到達させ
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るため、曝露開始時に 2 本を 1 分間隔で噴

射した。その後は濃度を監視しつつ 4 分間

隔で噴射し、設定濃度を維持した。2 時間の

吸入曝露実験において、合計 88 本のカート

リッジを使用し、カートリッジの交換、噴射

は完全自動化で実施した。曝露チャンバー

内の温度、湿度並びに圧力変動を曝露時間

の 6 時間を通してモニタリングした。 
5．曝露チャンバー 
動物を収容し検体を曝露する曝露チャンバ

ーは、先行研究において独自に開発したも

のを、Ver3.0 用に改変したものを使用した。

（共同開発 柴田科学株式会社、特許所得

済）。動物は、メインチャンバー内に設置し

た円筒形ステンレス金網製のケージに個別

に収容する。 
6．曝露チャンバー内のエアロゾル濃度測定 
曝露チャンバー内のエアロゾル濃度のモニ

タリングは、相対濃度（CPM; count per 
minutes）と質量濃度（mg/m3）測定を並行し

て行った。相対濃度測定は、凝縮粒子計数装

置（Condensation Particle Counter：CPC、CPC-
BL01、サンプリング流量：1.5 L/min、柴田

科学） を用いた。この情報はリアルタイム

に得られることからエアロゾルの濃度コン

トロールに使用した。高濃度での測定は、

CPC に負荷がかかるため、CPC の前段に希

釈機（柴田科学）を設置して 10 倍希釈し測

定した。質量濃度測定は、ローボリウムサン

プラー（080050-155、φ55 mm ろ紙ホルダー、

柴田科学）にフッ素樹脂バインダ－ガラス

繊維フィルター（Model TX40HI20-WW、

φ55mm、捕集効率（DOP 0.3 mm）: 99.9%、

東京ダイレック）を装着し、サンプリングポ

ンプ（Asbestos sampling pump AIP-105、柴田

科学）に接続して 1.5 L/min の流量で曝露時

間の 2 時間を通してエアロゾルを吸引しフ

ィルターに検体を捕集した。ろ過捕集後の

フィルターの重量から予め秤量したフィル

ターの重量を差し引いた値を検体の重量と

し、吸引空気量 1.5 L/min × 120min＝180 L
から 1 m3 当りの質量濃度を算出した。フィ

ルターの秤量にはマイクロ天秤（XP26V、

METTLER TOLEDO）を使用した。 
7．エアロゾルの空気動力学的中位径測定

Mass Median Aerodynamic Diameter (MMAD) 
エアロゾルの空気動力学的中位径測定は、

Micro-Orifice Uniform Deposit Impactors 
(MOUDI)を用いた。吸引時間は 20 分とした。

各分級ステージには専用のアルミホイルに

シリコンオイルを塗布したものを装着し検

体を回収した。マイクロ天秤（XP26V、

METTLER TOLEDO）を使用してアルミホ

イルの質量を、MOUDI 装着前と、MWCNT
回収後に測定し、その差分を検体質量とし

た。 
8．解剖とサンプリング 
肺と縦隔、顎下リンパ節のサンプリングの

ため、曝露終了直後（0W）、4 週後（4W）

及び 8 週後（8W）に定期解剖を行った。 
マウスは吸入麻酔器（TK-7、バイオマシナ

リー）を用いイソフルラン（DS ファーマア

ニマルヘルス）麻酔下で、眼窩より採血を行

い、腋窩動脈を切断して放血致死後に解剖

した。病理標本用の動物は、点滴回路を用い

た灌流装置により灌流固定した。具体的に

は、喉頭部を絹糸で結紮して開胸時の肺の

虚脱を防止した後、開胸し、右心室に翼状針

（21G、SV-21CLK-2、テルモ株式会社）を刺

入して生理食塩水（大塚生食注、大塚製薬工

場）を約 40cm 水柱の静水圧により注入し、

右心耳を切開して血液を除去した。その後、

右心室から翼状針を引き抜いて左心室に刺

入して血液を除去した後、回路を切り替え

て 4％パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液

（フジフィルム和光純薬工業、組織固定用、
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用時調製）を同静水圧にて約 3 分灌流して

固定後、同組成固定液に浸漬固定を行った。

流量は点滴調節器により適宜調節した。組

織沈着量測定用の動物は、開胸して肺を取

り出し、肺門部で気管を除去して湿重量測

定後ホルマリン固定した。免疫機能解析用

の動物は、開胸後に留置針（サーフローフラ

ッシュ 18G、テルモ）を気管に挿入し PBS
を 1 mL 注入・吸引採取する操作を 2 回繰り

返し、BAL を採取した。 
 
B.5. ナノマテリアルの免疫制御システム

への影響評価研究（石丸） 
・マウスへの吸入曝露 
Taquann 処理した針状酸化チタン（TiDW: 
Titanium dioxide whisker／FTL-300）を吸入

曝露装置（国立医薬品食品衛生研究所）に

より吸入を実施し、吸入後４週及び８週で

適切に屠殺後解析を行った。 
・フローサイトメトリー解析 
 肺胞洗浄液（BALF）中の単核球を採取す

るために、気管にサーフロー留置針(SR-
OT1851C, TERUMO)を留置し、1ml のシリ

ンジ（SS-01T 針無しシリンジ, TERUMO）

に 1ml の PBS を流し込み、回収後、洗浄、

遠心し、組織保存液（MACSⓇTissue Storage 
solution, Militenyi Biotec）に浸漬した。また、

脾臓は摘出後、保存液に浸漬し、冷蔵保存

した。その後、ホモジナイズ後、0.83%塩化

アンモニウム水溶液にて溶血、洗浄、濾過

を行った。蛍光色素標識された各種表面マ

ーカーCD3, CD19, CD45.2, CD11b, CD11c, 
F4/80, CCR2 (CD192), CD206, CD54, CD136
に対する抗体（eBioscience, San Diego, CA）

にて染色ならびに 7-amino-actinomycin D 
(7-AAD)処理、0.9%-formalin-PBS で固定後、

解析装置（FACSCant BD Biosciences）にて

それらの発現を解析した。頚部リンパ節に

関しても、染色後固定した（未解析）。 
・In vitro 実験系 
 マウス単球細胞株 RAW264.7 ならびにヒ

ト細胞株 THP-1、マウス線維芽細胞株

NIH3T3 を培養系に用いた。培養系で

Taquann 処理 MWCNT-7(T-CNT)を 0〜125 
ng/ml の濃度で刺激した。細胞数、細胞の大

きさ、MMP-12 mRNA の発現、線維芽細胞

関連因子の mRNA 発現を定量 RT-PCR で

検討した。 
・定量化 RT-PCR 法 
 培養系の細胞からの RNA 抽出に関して

も通法に従い全 RNA を抽出後、逆転写反

応により cDNA を得た。下記のプライマー

セットを用いて、PCR 反応によって各遺伝

子mRNAを定量化した。転写レベルは 7300 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
を用いた。なお、BALF 細胞および肺組織

の一部を RNAlater に浸漬し、冷蔵保存した

（未解析）。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究では、人を対象とした研究、人の遺

伝子解析、疫学研究は行っていない。動物

試験を実施した研究は、試験実施機関によ

る動物実験に関する倫理委員会の承認を

得るなど、実験動物に対する動物愛護の配

慮の上で実施した。 
 
C. 研究結果 
C.1. 様々な特徴を有するナノマテリアルの

抗原提示細胞活性化能等の評価によるデー

タベース作成（足利） 
 各ナノシリカ粒子を超純水、PBS および

培地に懸濁し、超音波処理による分散状態

の確認を行った。その結果、超純水にて懸

濁 (20 mg/mL) 後、40W, 5min 処理+15min
静置+5min 超音波処理し、直ちに培地で希
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釈・濃度調製することで、均一な分散状態

で細胞に適用することがわかった。 
 濃度設定試験を行ったところ、5 品すべ

てが最高用量である 1000 µg/ml において

も細胞生存率が 75%以上であり、細胞生存

率 75%に相当する適用濃度であるCV75を
算出できなかったため、1000 µg/ml を最高

用量と設定した。いずれのナノシリカも

CD54 の明らかな発現亢進が認められ、陽

性の判定基準を満たしたことから、in vitro
で抗原提示細胞を活性化することが示さ

れた。いずれのナノシリカも、細胞毒性を

示さない濃度において陽性となった。 
一方、CD54 の発現を亢進させる最小濃度

(EC200)や、CD54 の RFI の最大値は、ナノ

シリカによって大きく異なっていた。

EC200（CD54 発現濃度閾値）の値は、最小

の NM-204 で 3.5 µg/mL、最大の NM-201
で 30.3 µg/mL と約 8.7 倍の差が見られた。

これは、THP-1 の CD54 発現を亢進させる

のに必要な濃度がナノシリカ間でも 9 倍

近く異なることを示している。また、CD54
の相対発現量 (RFI)についても、最大の

NM-202 で 4812.2%（すなわち約 48 倍）、

最小の NM-201 で 434.7%（約 4.3 倍）と約

11.1 倍の差が見られた。 
 
C.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価（大

野） 
C.2.1 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 30 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 / in vivo 有害性情

報シートは、多変量解析のため、データマイ

ニングを実施した。 

 
C.2.2 成分分析（化学分析） 

Ce(セリウム)は＜0.01、Nb(ニオブ)は、＜

0.4 でそれぞれ検出された。 
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。結

果として 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。また、TiDW の
細孔は検出されなかった）。 
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。 
特に、TiDW の浸透速度は、4.9 と高い親水

性の傾向を示した。一方、粉体接触角の結果

より、TiDW、 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。6 検体の中で TiDW は浸透速度

の結果と合わせて最も親水性が高いことが

示唆された。 
C.2.3 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） 
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収集・整理した 6 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解析を実施

した。その結果、全 6 物質の TiO2 NPs の 30
項目についてクラスター化し類似性が示さ

れた。 
 

C.2.4．in vitro 細胞毒性試験（h-CLAT 試験

法および MHLW GRANTS SYSTEM からの

in vitro 細胞毒性試験報告結果） 
TKP-102 、 AMT-600 の２物質間では

Positive、AMT-100、TiDW の２物質間では

Semipositive、MT-150A と MT-500B の 2 物

質間では Negative の結果と判定された。 
一方、MHLW GRANTS SYSTEM を情報源と

した TiO2 NPs の in vitro 細胞毒性試験結果

報告については、1 試験の酸化チタンの細胞

毒性試験（細胞生存率％）および、1 試験の

酸化ストレス測定試験（8-OH-dG 測定）、酸

化チタン A.B.C.D の 4 試験の免疫毒性試験

（サイトカイン/アジュバント効果：IL-1α、
IL-1β、1L-6、TNFα）について収集・整理し

た。 
 
C.2.5．物理化学的性状情報と in vitro 毒性試

験結果（h-CLAT 試験法）の多変量解析によ

る関連性解析 
物性データと in vitro毒性試験結果データ

との関連性解析について、直交部分的最小

二乗回帰分析（OPLS：Orthogonal Partial Least 
Squares Regression）により実施した。毒性の

Positive に影響している（傾向として高い）

変数（物性）は Zr, Nb, Zeta potential(ｍV)が
挙げられた。 

 
C.2.6. in vivo 毒性試験（MHLW GRANTS 
SYSTEM からの in vivo 毒性試験報告結果） 

MHLW GRANTS SYSTEM から収集され

た TiO2 NPs の in vivo 毒性試験報告結果に

ついて、肺への影響をエンドポイントとし

た 4 試験の吸入曝露試験、9 試験の気管内

投与試験、3 試験の腹腔内投与試験、2 試験

の胸膜腔内投与試験データについて、HESS
搭載用に収集・整理した。 

 
C.2.7 in vivo 試験結果について PCA 法によ

る検体間の傾向についての多変量解析 
MHLW GRANTS SYSTEM から収集され

た TiO2 NPs の in vivo 免疫毒性試験報告結

果（免疫毒性試験データ）について、6 検体

の TiO2 NPs のうち 3 検体（MT-150A MT-
500B AMT-100）の結果が得られていたこと

から、物性および in vivo 試験結果の共通の

解析用検体として選択し、まず免疫毒性試

験データだけをPCA法により検体間の傾向

を検証した。 
 

C.2.8  in vitro 試験の h-CLAT 試験法毒性試

験結果と in vivo 試験の毒性試験結果との関

連性（紐付け）解析（OPLS 法） 
毒性が Positive に寄与する投与量は、イン

パクトが大きくエラーバーが小さい 2 変数

（IgE_OVA2_125ng と IgG1_OVA2_125ng）
がマーカーとして挙げられ、in vivo の免疫

毒性試験では、この変数の上がり下がりを

見ることで、毒性が Positive になる傾向があ

ると考えられた。 
 

C.2.9. ①物性⇔②in vitro 毒性試験データ⇔

③in vivo 免疫毒性試験データ（腹腔内投与

毒性試験・皮膚毒性試験の 2 試験結果）に

つ い て 、 MOCA （ Multiblock Orthogonal 
Component Analysis）による 3 ブロック間の

統合解析の実施と共通変動の変数の探索

（予試験） 
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①物性⇔②in vitro 毒性試験データ⇔③in 
vivo 免疫毒性試験データの 3 ブロック間で

は、in vivo 免疫毒性試験データは独立して

変動をしていると推察された。 
 

C.2.10  HESS DB 搭載のための情報整理

およびデータシートの作成 
HESS 搭載用に規格化されたシートをひ

な形として用いて今回情報収集した TiO2 
NPs のデータコンテンツに特化した項目を

追加した。その結果、実施期間、被験物質、

試験動物、試験条件情報等について約 28 項

目と、毒性試験結果情報（NOEL、LOEL）
血液学的検査、生理学的検査、尿の一般検

査、病理組織学的所見等の約 511 項目につ

いて、新たな規格データシートを作成した。 
 

C.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 
C.3.1. 銀ナノ粒子の評価 
培地中での銀ナノ粒子のζ-ポテンシャル

は -12.07±0.73 mV 、流体力学的直径は

37.5±11.0 nm であった。銀ナノ粒子は購入

時のクエン酸溶液中で 5.0%、培地中 24 時

間分散後で 25.9%がそれぞれ銀イオンとし

て溶出していることがわかった。 
 

C.3.2. 銀ナノ粒子の抗原提示細胞活性化能

の評価 
銀ナノ粒子、銀イオンいずれの処理にお

いても CD86 および CD54 の発現の増加が

見られた。銀ナノ粒子の EC150（CD86 発現

が 150%を超える濃度）, EC200（CD54 発現

が 200%を超える濃度）は 127.60 µg/ml, 
118.44 µg/ml、銀イオンは 1.64 µg/ml, 0.98 
µg/ml であり、銀イオンの方が銀ナノ粒子よ

りもはるかに低かった。 
 

C.3.3. 銀ナノ粒子、銀イオン処理後の細胞

内銀濃度の定量 
同程度の生存率を示す濃度（CV75）で曝

露した場合において、銀ナノ粒子を処理し

た THP-1 細胞の方が細胞内の銀濃度が高く、

取り込み量が多いことがわかった。 
 

C.3.4. 銀ナノ粒子、銀イオン処理後の細胞

内活性酸素種（ROS）産生の定量 
同程度の生存率を示す濃度（CV75）での

曝露において、銀ナノ粒子と銀イオンどち

らも細胞内 ROS 量を増加させたが、銀ナノ

粒子の方が ROS 産生量は多かった。 
 

C.3.5. 二酸化チタン NM の評価 
培地中での二酸化チタン NM MT-150A, 

MT-500B, AMT-100, TKP-102, AMT-600, 
TiDW の ζ- ポテンシャルはそれぞれ -
20.5±3.33 mV, -23.9±4.0 mV, -22.4±0.8 mV, -
23.8±1.3 mV, -16.7±3.9 mV, -14.9±2.6 mV、流

体力学的直径はそれぞれ 222.2±20.8 nm, 
82.16±3.32 nm, 234.7±60.1 nm, 61.27±13.2 nm, 
260.5±23.9 nm, 781.7±45.4 nm であった。走

査型電子顕微鏡観察により、針状二酸化チ

タン TiDW はプローブ型超音波装置を用い

た分散処理によって形態は変化しないこと

が確認された。 
 

C.3.6. 二酸化チタン NM の抗原提示細胞活

性化能の評価 
各種二酸化チタン NM 処理後の THP-1 細

胞の CD86 および CD54 発現については、

陽性と判断されるものもあったが、いずれ

も陽性判定基準（CD86 発現が 150%, CD54
発現が 200%）をわずかに超える程度であっ

た。 
 
C.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ
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ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋） 
C.4.1 検体の高分散化処理の条件検討 

TiDW 原末と TBA を混合し、超音波処理

良好な懸濁液を得た。走査型電子顕微鏡に

よる観察の結果、TiDW の原末の繊維長

6.9±3.4µ N=223）、直径は 361.3±108.6nm
（N=105）であった。一方、超音波処理 2 分

間、15 分間における繊維長は、それぞれ

7.0±3.3µm（N=245）、7.0±3.5µ N=240）であ

り、原末と同等の繊維長、分布が維持されて

いた。TiDWの繊維長のヒストグラムから、

2.5 μm 以下の繊維 5.4％、5 μm 以上は 94.6％、

10 μm 以上は 17.9％であった。 
 

C.4.2 マウス全身曝露吸入実験 
TiDW の 5 日間反復全身曝露吸入実験に

おける平均質量濃度は 25.0±3.2 mg/m3（平均

値±SD）であった。3 回の測定を行った

MMAD は 2,251nm（σg:3.2～4.9）であった。

エアロゾルの累積分布から、粒子径 1,000nm
から急激に立ち上がる分布であった。6 時間

の吸入曝露実験において使用した総検体量

は、880 mg である。6 時間の曝露チャンバ

ーの総換気量は11.7 m3であることから名目

上の濃度は 75.4 mg/m3 と計算される。実際

に測定した濃度の平均は 25.0 mg/m3 から、

エアロゾル化効率を計算すると 33.1%であ

った。CPC のデータは、6 時間の曝露実験

の後半で値が低下する傾向にあった。 
なお、実験に供したマウスは定期解剖ま

での間、いずれも体重推移に異常は認めら

れなかった。 
 

C.5. ナノマテリアルの免疫制御システムへ

の影響評価研究（石丸） 
C.5.1  TiDWの吸入曝露実験 

TiDWの吸入曝露後4週での肺胞洗浄液

（BALF）中の細胞数は、対照群と有意な差

はないものの、増加する傾向にあった。曝露

後8週においてもTiDW曝露群と対照群では

有意な差は認められなかった。BALF細胞の

直径に関しては、曝露後4週ならびに8週で、

TiDW曝露群と対照群で差は見られなかっ

た。 
 BALF細胞に関して、フローサイトメータ

を用いて、各種免疫細胞分画を解析したと

ころ、血球系細胞（CD45.2+）中の肺胞マク

ロファージ（AM）、好酸球（Eo）、単球（Mo）
の割合に関して、曝露後4週では対照群と

TiDW曝露群では差が認められなかった。ま

た、AMならびにMoを含めたF4/80+（未熟な

らびに成熟AMを含む）の細胞分画において

も両者で差は見られなかった。さらに、

F4/80+AMにおける各種マクロファージ分画

を検討してみると、CD11b(正常マクロファ

ージでは陰性)、CD192（M1マクロファージ

マーカー／炎症性）、CD206（M2マクロフ

ァージマーカー／抗炎症性）分画に関して、

対照群とTiDW曝露群で差は認められなか

った。曝露後8週においての解析においても、

AM、Eo、MoならびにF4/80+AM分画の割合

はTiDW曝露で変化は認められず、F4/80+AM
の各種分画においても両者で変化は観察さ

れなかった。それぞれの分画での経時的変

化を検討すると、Eo、Mo、さらに、CD11b+AM、

CD192+AM、CD206+AMでの4週と8週での割

合に変化はあるものの、対照群とTiDW曝露

群では有意差は観察されなかった。 
 BALF細胞中のF4/80+AMにおける活性化

マーカーとして、CD54/ICAM-1の発現に関

して検討すると、曝露後4週では対照群と

TiDW曝露群では変化は認められなかった

が、曝露後8週では、TiDW曝露によって対照

と比較して有意に陽性分画が上昇していた。
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また、CD54の発現を蛍光強度によって検討

したところ、曝露後4週では対照群とTiDW
曝露群では変化は見られず、曝露後8週では、

割合と同様に対照群に比較してTiDW曝露

群で高い値を示していたが、有意な変化で

はなかった。 
 また、スカベンジャー受容体の一つであ

る CD136 (macrophage-stimulating protein 
receptor, protein-tyrosine kinase 8)の発現に関

して検討を加えたところ、曝露後4週から8
週で全体に発現の上昇は見られたものの、

対照群とTiDW曝露群のAMにおける変化は

観察されなかった。さらに、CD136+CD54+細

胞の割合に関しても、曝露後4週から8週で

の増加は見られたものの、対照群とTiDW曝

露群では有意な変化は認められなかった。 
 一方で、脾臓におけるCD54およびCD136の
発現を確認したところ、曝露後4週ならびに

8週において、対照群とTiDW曝露群でいず

れも変化は観察されなかった。 
 C.5.2 In Vitroの実験 

RAW264.7細胞にT-CNT (125 ng/ml)を添

加して24時間経過後、トリパンブルー染色

を施し細胞の形態を顕微鏡にて観察すると、

対照細胞に比較してT-CNT細胞の刺激では

細胞質が広がり、細胞が大きくなっている

ことが明らかになった。細胞の直径を自動

計測装置で測定すると、T-CNT曝露にて有

意に長くなることがわかった。また、トリパ

ンブルー染色を用いた生死を評価すると、

T-CNT添加細胞で対照細胞に比較して、有

意にcell viabilityが低下することが判明した。

T-CNT処理細胞におけるMMP-12 mRNA発

現を定量RT-PCRで検討すると、対照細胞に

比較して有意にMMP-12 mRNA発現が上昇

していた。さらに、RAW264.7細胞をT-CNT
で24時間した際の培養上清をNIH3T3細胞に

添加後24時間での線維化関連因子のmRNA

発現を定量RRT-PCRで検討すると、対照上

清にて刺激した細胞に比較して、Col1A2、
Col3a1、ColIV、smooth muscle actin (SMA)の
mRNA発現が有意に高い値を示していた。一

方で、ヒト単球細胞株のTHP-1細胞を用いて、

T-CNTの刺激を加えると、100 ng/mlでの刺

激では対照処理細胞に比較して有意に

MMP-12 mRNA発現が上がっているが、

RAW264.7ほどの上昇効果はなかった。そこ

で、THP-1細胞のT-CNT刺激にLPSを共に刺

激を加えると、LPS刺激のみの細胞に比較し

て有意にMMP-12 mRNA発現が上昇した）。 
 
D. 考察 
D.1. 様々な特徴を有するナノマテリアルの

抗原提示細胞活性化能等の評価によるデー

タベース作成（足利） 
これまでナノシリカ処理により、in vitro

において樹状細胞が CD86 や IL-1b の発現

を亢進することが報告されてきた。今回検

討した 5 種全てのナノシリカが THP-1 細

胞のCD54発現を非常に強く亢進すること、

さらにその亢進の程度が検体により異な

ることを明らかとした。 
 CD54 の発現を亢進させる最小濃度

(EC200)は、in vivo 皮膚感作性試験である

LLNA (Local Lymph Node Assay, OECD 
TG429)における強度の指標である EC3 値

と相関性が認められており、EC200 が低い

ほど感作性強度が強くなる傾向がある。こ

の点で今回検討した 5 種のナノシリカを

検討すると、毒性の強度は強い順に、NM-
204, NM-200, NM-202, NM-203, NM-201 と

なった。また、誘導された CD54 の相対発

現量(RFI)も、最大の NM-204 と NM-201 で

は約 8 倍異なっており、こちらについても

大きさの順に並べると、NM-202, NM-204, 
NM-203, NM -200, NM201 となった。 
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今回検討したナノシリカは、OECD にお

いて様々な物性や in vivo における毒性が

すでに評価されているため、今後今回得ら

れた h-CLAT の結果と、既知の物性や毒性

情報との比較を行う予定である。こうして

構築したデータセットを解析することで、

標準化された試験系である h-CLAT 法の

NM の免疫毒性試験としての有用性を検

証し、ナノシリカの物性と抗原提示細胞活

性化の関係を明らかにする予定である。 
また、無機化合物の固体であるナノシリ

カが THP-1 細胞を活性化させるメカニズ

ムは、抗原として提示される一般的な感作

性物質によるそれとは異なり、いわゆるア

ジュバント効果と考えられる。生活環境中

の NM による免疫応答の増悪が指摘され

ており、ウイルスなどの抗原により生じる

抗原提示細胞の活性化が、NM により促進

されるかどうかを検討する必要がある。こ

の点については次年度検討を行う予定で

ある。 
 

D.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価（大

野） 
成分分析の定性分析によるCeの検出は、

定量分析結果から偏析の可能性として考

えられた。Nb(ニオブ)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

含まれている情報から、本試験結果と一致

し二酸化チタンナノ粒子そのものに含有

していたものではないことがわかった。ま

た、TiDW に関して細孔が検出されなかっ

た理由は、針状の形状によるものと考えら

れた。一方で、検出された細孔については

微粒子の凝集による空壁である可能性も

考えられた。TiDW は、他の検体に比べて、

ばらつきが大きかったが、その原因（要因）

として、検体調整で一様の状態の作成が難

しくダマができやすい様子がみられ、針状

結晶で圧縮成形のばらつきが発生してい

ることが示唆された。 
6 種の TiO2 NPs の物性データの階層的ク

ラスタリング解析では、大きく 3 ブロック

でクラス分類された。また、３つのクラス分

類された結果と in vitro 毒性試験結果（h-
CLAT 試験法結果）との比較では、毒性結果

との関連性は見いだせなかった。そこで、物

性データと有害性データとの関連性につい

て調べるため、6 種の TiO2 NPs について収

集した物性データと in vitro 毒性試験データ

（h-CLAT 試験法結果）を用いて、OPLS 法

による多変量解析を実施した。その結果、毒

性と関連する変数（物性項目）が横軸から探

査可能であることが示唆された。さらに解

析を進めた結果、毒性に寄与する変数（物性

項目）として、毒性が Positive な結果に関連

する相関の強い変数（物性項目）は、Crystal 
Phase (Anatase)、 P、 Zr、Nb、Zeta potential 
(mV)、一方、毒性が Negative な結果に関連

する相関の強い変数（物性項目）は、Crystal 
Phase (Rutile)、 Pore volume (cm3/g)、Ca、Na、
Porediameter (nm) となり、毒性が Positive お

よび Negative に対する相関の高い主な物性

項目の組み合わせとして挙げられた。毒性

が Positive である物性項目の組み合わせか

ら、結晶形態の Anatase 型は Rutile 型よりも

毒性情報として比較的報告があることや、

impurity の量、一次粒子径よりも分散性に伴

う二次粒子径の影響が毒性に寄与している

ことを反映していると考えられた。 
次に、in vitro 試験の毒性試験データと in 

vivo 試験の毒性試験データとの関連性解析

（紐付け）を行うため、Y 変数を h-CLAT 試

験法データ（h-CLAT2：数値化したもの）、

X 変数を in vivo 毒性試験データとして 
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OPLS 法にて検証した結果では、in vitro 毒

性試験結果に関連する相関の高い in vivo 毒

性結果が導き出された。従って、本解析法に

より in vitro／in vivo の毒性試験結果との紐

付けが可能であることが示唆されるもので

あった。さらに、本解析結果は、in vivo 毒

性試験データのみのPCA法による解析でも

同様の傾向が得られていることから、本手

法の有用性を証明するものであった。 
MOCA 法はマルチブロック解析により全

ブロック間で共通している部分だけを抽出

してくる手法である。一方で、in vitro の h-
CLAT 試験法の結果と in vivo の毒性試験結

果の関連性については OPLS 法により検証

されたにもかかわらず、MOCA 法ではこの

情報が計算過程で埋もれてしまっていた。

この要因として、今回、物性のデータが一番

確からしくでていることより、物性のデー

タにかなりひっぱられていたと考えられた。

さらに、in vivo 毒性試験結果での PCA 法の

解析結果を見直すと、全体的にばらつきが

大きかった要因もあり、MOCA 法による解

析でこのような部分の影響が計算過程で埋

もれてしまったものと考えられた。 
 

D.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 
銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオン

の溶出が認められたことから、銀ナノ粒子

の曝露において、銀ナノ粒子としてだけで

なく銀イオンとして作用していることが示

唆された。銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-
1細胞のCD86およびCD54発現を亢進したが、

銀イオンの方がはるかに低濃度で活性が見

られた。これは、銀イオンの方が高い抗原提

示細胞活性化能力を有していることをあら

わしている。 
 銀ナノ粒子の曝露において、銀ナノ粒子

としてだけでなく銀イオンとして作用して

いることと合わせると、銀ナノ粒子による

THP-1細胞の活性化は溶出した銀イオンに

よるものと考えられた。 
 一方、同程度の細胞生存率を示す濃度

（CV75）で曝露した場合において、銀ナノ

粒子の方が細胞内への取り込み量が多いこ

とがわかった。銀ナノ粒子が細胞に取り込

まれてリンパへ移行し、溶出した銀イオン

により抗原提示細胞が活性化される可能性

も考えられた。 
 二酸化チタンNMについてはz-ポテンシャ

ルに大きな差異は見られなかったが、流体

力学的直径は大きく異なっていた。抗原提

示細胞活性化能においては、一部において

増加傾向が見られたものの、明確な陽性と

は言えなかった。今後、感作性物質との共処

理による抗原提示細胞活性化能の評価を行

い、アジュバンド効果についても検討を進

める。 
 
D.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋） 
粒子状物質の吸入において、粒径は内径

が徐々に狭くなる鼻腔から肺胞に至る各部

位への沈着量を決める重要な因子であり、

一般に MMAD を指標としている。微細な粒

子は肺胞まで到達するが、大きな粒子は気

道の上層部で効果的に除去される。ヒトが

現実的にナノマテリアルに曝露される環境

下では、緩徐な風速であるため気相にナノ

マテリアルの凝集体/凝固体は速く沈降す

る。また、ヒトの上気道は長いため、凝集体

/凝固体が効果的に取り除かれて肺胞レベ

ルには高度に分散されたものが優先的に到

達すると想定される。一方、実験動物を用い
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た粉体の吸入曝露試験では、エアロゾルの

均一性を保つためチャンバー内の空気は強

く攪拌されている。凝集体/凝固体を含む検

体をエアロゾル化すると、ヒトに比較して

細く短い気道を有するげっ歯類では、この

凝集成分が気道末梢の比較的近位に捕捉さ

れるため、それよりも末梢の肺胞レベルへ

の単離繊維の吸入を阻害あるいは肺胞病変

を修飾する可能性がある。以上のことから、

吸入曝露試験において実験動物からヒトへ

の外挿性の高いデータを得るためには、凝

集体/凝固体を除去した上で分散性が高い

検体を使用する必要がある。 
本分担研究で用いた Taquann 法は TBA を

用いて液相で検体を分散、効率的に濾過を

行い、凍結乾燥により表面張力による検体

の再凝集を防ぎ乾燥検体を得ることを特徴

としている。検体の物理化学的性質に依存

しない汎用性の高い方法である。濾過工程

における検体の収率を上げるためには検体

と TBA の混合液を超音波処理により十分

に分散させる必要があり、ナノマテリアル

では超音波処理が汎用されている。超音波

処理は溶液中に圧力差によるキャビテーシ

ョンを発生させることで、溶液中の物質に

激しい衝撃を与えて分散を図る方法である

ため、強力な超音波処理では、TiDW の繊維

長に影響を与える可能性がある。繊維状物

質は、粉体とは異なり、繊維長に依存した生

体反応を有するため繊維長の分布が処置後

も保持される点は重要であると考えられる。 
その代表例がアスベストによる中皮腫発

がんである。過去にアスベスト代替品が多

数開発された際に、これらの中皮腫誘発性

と繊維長、繊維径との関係がラット腹腔内

投与により検討されている。その結果、繊維

長が 10 µm 程度、直径が 100 nm 程度の線維

の中皮腫誘発性が高いことが示されている

（Stanton & Pott 仮説、1978）。一方、ナノマ

テリアルの生体影響評価の初期には、ナノ

マテリアルを分散することに注力した実験

が行われ、その結果、過度な分散処理により

原末の繊維長を短くするまで機械的分散処

理を行い、多層カーボンナノチューブに中

皮腫発がん性がないと結果された報告があ

る（Muller J et al., 2009）。 
本分担研究では、原末の繊維長を維持し

た状態で高分散検体を得るため、分散条件

のなかで最も影響の大きい超音波処理時間

の検討を行い、各処理検体の繊維長を走査

型電子顕微鏡像により測定して比較した。

TiDW は TBA に比較的容易に分散し、少な

くとも 15 分の超音波処理により繊維長が

短縮することは認められなかったことから、

原末の繊維長を維持した高分散検体を得る

ことが達成できた。 
全身曝露吸入実験では、既設のTaquann直

噴全身吸入装置 Ver 3.0 を使用した。本装置

では、以前のバージョンに改良を行い、カー

トリッジ装填を自動化することにより

OECD 吸入毒性ガイドライン（TG413）で必

要とされる 6 時間/日の吸入曝露を可能とし

た装置であるが、連日稼働させる検討には

至っていなかった。今年度、5 日間連続稼働

を達成したことにより、より広い範囲の条

件で曝露実験が可能であることが示された。

一方、排気装置フィルターの負荷が大きく

なり、HEPA フィルターの交換を頻繁に実施

することが必要となるなど、連続稼働を行

う際の課題も明らかになった。これは、粉体

の吸入曝露装置に共通の課題であるが、効

率的に実験を進めるためには排気フィルタ

ーの大型化に加えて、容易に交換可能な排

気フィルター装置の開発が必要かもしれな

い。 
TiDW の エ ア ロ ゾ ル 特 性 の う ち 、
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MMAD2,251 nm であり肺胞領域まで到達可

能とされる MMAD＜3μm を達成している。

エアロゾルの粒径分布の指標となる σg は

3.2～4.9 と TG413 で推奨される 1～3 と比

較すると、若干広い範囲の粒度分布である

ことが示唆される。エアロゾルの累積分布

（図 3）において明らかであるように、TiDW
エアロゾルは、累積粒子径が 1000nm から

急激に立ち上がる分布であるため、このよ

うな値を示すと考えられる。CPC は曝露の

後半で値が低下する傾向にあった。この理

由として、曝露チャンバー内からのサンプ

リングに用いている管の目詰まりが考えら

れた。 
TiDW 曝露によるマウスは、体重推移にお

いては影響が認められていない。今後、サン

プリングした肺の病理組織と肺負荷量測定

を行い、TiDW の影響を明らかにする計画で

ある。 
 

D.5. ナノマテリアルの免疫制御システムへ

の影響評価研究（石丸） 
針状酸化チタン（TiDW）の吸入曝露後、

4週間および8週間経過した時点でのBALF
細胞の変化を検討したところ、細胞数、細胞

の大きさに関して、対照群との有意な差は

見出せなかった。さらに、肺胞マクロファー

ジ、好酸球、単球の割合に関しても、TiDW
の曝露による変化は4週、8週で観察されな

かった。また、肺胞マクロファージのM1/M2
タイプへの分化にもTiDWの曝露による影

響は確認できなかった。T-CNT曝露により

CD11b+/highAMが増加することが報告され

ているが（PLoS One 2018）、TiDW曝露での

変化は観察されなかった。8週までの経時的

変化に関しても、対照群とTiDW曝露群で差

は確認されなかった。肺胞マクロファージ

の活性化に関して、CD54＋細胞が曝露8週に

おいてTiDW曝露群が対照群に比較して有

意に上昇していたことから、AMの活性化の

指標として有用である。スカベンジャー受

容体の一つであるCD136に関しては、この曝

露系では変化が認められなかった。本吸入

曝露実験において、針状酸化チタンの曝露

ではMWCNTの曝露で見られたような大き

な変化は観察されなかったNMの形状およ

び性状によって肺におけるマクロファージ

による免疫反応は大きく異なっているもの

と想定される。今後BALFおよび肺組織にお

ける各種遺伝子mRNA発現に関して解析、

BALF中の炎症性サイトカインの解析など

を進める予定である。 
In vitroの実験では、NMのマクロファージ

に対する直接的な影響が評価可能になる。

今年度の実験ではマウス単球細胞株である

RAW264.7細胞ならびにヒト細胞株である

THP-1細胞を用いて、in vitroでのT-CNTの影

響について検討した。すでに、T-CNTの吸入

後の慢性影響に関して、T-CNTの曝露で

MMP-12を高発現する肺胞マクロファージ

が増加することを報告している（PLoS One 
2018）ことから、in vitroにおけるマクロファ

ージへのT-CNT刺激による影響に関して、

MMP-12発現を指標に評価検討したところ、

in vivoで観察された所見を反映する結果が

得られた。また、T-CNTの吸入曝露実験にお

いても長期観察にて、肺組織の線維化が進

み、コラーゲン（Type IV）の増生が亢進し

ていることを報告している（PLoS One 2018）。
今回のT-CNT処理RAW264.7細胞の培養上

清を用いた実験系でも、線維芽細胞の線維

化増生に関わる因子のmRNA発現が亢進し

ていたことから、マクロファージから産生

される因子が線維芽細胞を直接活性化して

いる可能性が示された。MMP-12が直接作用

していたかどうかは今後の検討が必要であ
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るが、T-CNTに対する慢性炎症の機序を明

らかにする契機になるものと考えられる。

また、NMの影響を直接評価できるモデル系

として、本培養系は有用であることが示さ

れた。 
 
E. 結論 
E.1. 様々な特徴を有するナノマテリアルの

抗原提示細胞活性化能等の評価によるデー

タベース作成（足利） 
今回 h-CLAT 法を検討した 5 種のナノシ

リカ(NM-200、NM-201、NM-202、NM-203
及び NM-204)は、いずれも in vitro で抗原

提示細胞を活性化することが示された。特

に NM-202, NM-203, NM-204 は CD54 の発

現をコントロールに比べ 20 倍以上に亢進

させ、非常に強い抗原提示活性化能がある

と考えられた。今後、今回検討したナノシ

リカの物性および in vivo における毒性と、

本検討結果の比較を行うことで、物性と毒

性、あるいは in vitro 試験結果と in vivo 試

験結果との関係性を明らかとする。 
さらに、無機化合物の固体であるナノシ

リカやカーボンナノチューブが抗原提示

細胞を活性化させるメカニズムは、ウイル

スなど抗原物質によるそれとは異なって

いると考えられ、今後より詳細な解析が必

要と考える。 
 

E.2. ナノマテリアルの物性と THP-1 細胞

に与える影響の関連性解析および評価（大

野） 
6種の二酸化チタンNMについて、物性は

成分分析と細孔分布・比表面積測定の実施

により、各種二酸化チタンナノ粒子のナノ

特異的な物性を明らかにした。二酸化チタ

ンナノ粒子の有害性情報に関するin vitro毒
性試験データは、OECDテストガイドライン

法h-CLAT試験において6種の二酸化チタン

ナノ粒子のTHP-1細胞を用いた細胞生存率、

CD86およびCD54発現に与える影響の結果

について纏めた。in vivo有害性情報は、二酸

化チタンナノ粒子のこれまで厚生労働科学

研究で実施された結果（厚生労働科学研究

成果データベースMHLW）や、公開された文

献等から取得した。特に、肺に炎症所見のあ

る試験結果については、HESSデータベース

への搭載用にデータシートへ纏めた。その

後、これらの収集した物性やin vitro/in vivoの
有害性の収集データについては、解析用デ

ータに整理・データマイニングし、物性につ

いての特性解析、物性と有害性データとを

紐づける関連性解析、in vitro/in vivo毒性試験

間での毒性を紐づける関連性解析、物性/in 
vitro毒性試験結果/in vivo毒性試験結果の3ブ
ロック間の共通解析を実施した。その結果、

有害性評価に鍵となる物理化学的性状の組

み合わせや様々な多変量解析手法の有用性

が見出された。今回のMOCA法による解析

では、in vivo毒性試験結果の相関が見いだせ

なかった。これは、計算過程でインパクトの

強い物性データに引っ張られてしまったと

考えられた。物性とin vitro毒性試験結果の関

連性については、これまで解析でされてき

ていたように、説明（計算）がされやすいこ

とが示唆され、MOCA法では、物性とin vitro
毒性結果の関連性の解析部分が、やはり一

番に相関として見出されたものであった。

従って、相関が見つけにくいin vivo毒性試験

結果については計算されてこなかったこと

から、本試験解析結果で記載した3.から8.の
解析手順で丁寧に作成モデルを検証し追っ

ていくことが重要であると結論づける。 
 

E.3. 細胞レベルでの毒性発現メカニズムの

解明（飯島） 
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銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-1細胞の

CD86およびCD54発現を亢進したが、銀イオ

ンの方がはるかに低濃度で活性が見られ、

銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオンの

溶出が認められたことから、銀ナノ粒子に

よるTHP-1細胞の活性化は溶出した銀イオ

ンによるものと考えられた。一方、二酸化チ

タンナノ粒子については、一部において 
THP-1細胞のCD86およびCD54発現増加傾

向は見られたものの、明確な陽性とは言え

なかった。 
 
E.4. 異物除去に重要な役割を果たすマクロ

ファージの機能に基づいたナノマテリアル

の吸入毒性評価法の基盤となる情報の整備

（高橋） 
 TiDW の高分散乾燥検体の調製方法を確

立した。この検体を用いて、マウスに 1 日

時 6 時間、5 日間連続全身曝露吸入を実施

した。その結果、25.0mg/m3 の質量濃度で、

MMAD 2,251 nm のエアロゾルを発生する

ことが可能であった。 
 
E.5. ナノマテリアルの免疫制御システムへ

の影響評価研究（石丸） 
針状酸化チタンの吸入曝露実験では、肺胞

マクロファージの分画に著変が見られなか

ったことから、NM の形状および性状によ

って免疫反応に相違がある可能性が示され

た。T-CNT を用いた in vitro の実験によって

マクロファージからの MMP-12 を介した慢

性炎症機転が示唆された。 
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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） 
ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関する 

in vitro/in vivo 評価手法開発のための研究 
 

令和２年度 分担研究報告書 
 

ナノマテリアルのTHP-1細胞への影響評価に関する研究 
研究分担者 足利太可雄  

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

A. 研究目的 

本研究は、短期吸入曝露された各種NM

の免疫系に与える影響についてin vitro/in 

vivo試験の連携体制による毒性メカニズム

の解明と評価系の開発を行い、in vitro試験

法の確立と将来的なOECDガイドライン化

を目指すための基盤的知見の収集を目的と

している。そのため本分担研究では、様々

な特徴を有する各種NMの抗原提示細胞活

性化能の評価を行うことでin vivo試験や物

性値の測定および情報収集から得られた情

報との統合データセットを確立する。 

研究要旨 

本分担研究は、様々な特徴を有する各種 NM の抗原提示細胞活性化能の評価を行う

ことで in vivo 試験や物性値の測定および情報収集から得られた知見と統合データセ

ットを確立することを目的としている。 

本年度は、THP-1 細胞の活性化を指標とする OECD 皮膚感作性試験テストガイドラ

イン 442E (h-CLAT)を用いて、二酸化ケイ素ナノマテリアル（以下、ナノシリカ）5 種

について検討を行った。被験物質は、OECD において物性と毒性情報が収集されてい

る NM-200, NM-201, NM-202, NM-203 および NM-204 とした。まずそれぞれのナノシ

リカについて分散条件を検討した結果、5 品すべてのナノシリカが均一な分散状態で

細胞に適用できる条件を見出した。そこで本分散条件により調製したナノシリカ懸濁

液を用いて用量設定試験を行った結果、いずれの被験物質においても、細胞生存率が

75%以下となる用量が見られなかったため、1000 μg/mL を最高用量とし、公比√10 で

希釈した計 8 用量を設定した本試験を各 3 回実施した。本試験では、被験物質を細胞

に 24 時間曝露し、細胞表面の CD86 及び CD54 の発現量をフローサイトメトリーに

よって測定した。その結果、今回検討したすべてのナノシリカは in vitro で抗原提示

細胞を活性化することが示された。特に NM-202, NM-203, NM-204 は CD54 の発現を

コントロールに比べ 20 倍以上に亢進させ、非常に強い抗原提示活性化能があると考

えられた。今後、本検討結果と、ナノシリカの物性および in vivo における毒性との比

較を行うことで、毒性と物性の関係性および in vivo における毒性と in vitro 試験であ

る h-CLAT との関係性を明らかにする。 
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B. 研究方法 

今年度は二酸化ケイ素ナノマテリアル

（以下、ナノシリカ）5種について検討を行

った。被験物質は、OECDにおいて物性と毒

性情報が収集されているNM-200, NM-201, 

NM-202, NM-203およびNM-204とした。LPS

による影響を避けるため、試験には乾熱滅

菌（220°C、18時間）した被験物質を使用し

た。抗原提示細胞の活性化能を評価とする

試験法として、皮膚感作性試験法であり、

OECDテストガイドライン化されているh-

CLAT (OECD TG442E)を用いた。h-CLATは

被験物質が細胞適用時に均一に分散されて

いることが必要なため、プローブ型超音波

装置（Digital Sonifier 250D、最大出力200W）

を用い、様々な条件で分散させ、最終的に

細胞培養液中での分散状態を確認した。 

 h-CLAT試験は、被験物質適用のための懸

濁液を調製し、以下のように行った。24ウ

ェルプレートの各ウェルに2.0×106 cells/ml 

THP-1細胞懸濁液500 µlおよび各被験物質

の分散液500 µlを添加し、CO2インキュベー

ター内で 24時間静置した。被験物質の曝露

濃度は予備試験の結果から最高濃度を1000 

µg/mlとし、公比√10で希釈して合計8濃度を

設定した。暴露後のTHP-1細胞を10% BSA

含有リン酸緩衝液（PBS）（FB）で洗浄後、

0.01%グロブリン, 10% BSA含有PBSにて15

分間ブロッキングした。96ウェルプレート

の各ウェルに分注した細胞をそれぞれ

FITC修飾された抗CD54抗体、抗CD86抗体

およびIgGで30分間処理した後、FBで細胞

を洗浄、ヨウ化プロピジウムを添加した。

フローサイトメトリーを用いてFL-1チャネ

ルおよびFL2チャネルの強度を測定し、

CD54, CD86の発現を培地処理群（control）

に対する相対蛍光強度（RFI）として求める

とともに、細胞生存率を算出した。独立し

た試験を3回行った。陽性判定基準は、

OECDテストガイドラインに従い、3回の試

験のうち2回以上の試験で、1濃度でもCD86

の発現量(RFI)が150%以上、またはCD54の

発現量(RFI)が200%以上になった場合とし

た。 

（倫理面への配慮） 

全てin vitro試験であり、倫理上の問題はな

いと考える。 

 

C. 研究結果 

C.1. 分散条件 

計10分間の超音波照射により良好な分散

状態となると判断されたため、超音波照射

条件は40W（200W×20%）で計10分間実施

（氷上で5分間超音波照射し、室温で15分間

静置した後、氷上で5分間超音波照射）とし

た。 

また、媒体検討としてPBS(−)及び超純水

を用いた20 mg/mLの調製原液及び調製原

液を培地で希釈した1 mg/mLの調製液につ

いて、媒体を検討し、より分散状態が良好

であった超純水を媒体に選択した。 

 

C.2. h-CLAT試験結果 

定法に従い、濃度設定試験を行ったとこ

ろ、5品すべてが最高用量である1000 µg/ml

においても細胞生存率が75%以上であり、

細胞生存率75%に相当する適用濃度である

CV75を算出できなかったため、1000 µg/ml

を最高用量と設定した。各被験物質の3回の

本試験におけるRFI及び細胞生存率の平均

値及び標準偏差を表1に示す。いずれのナノ

シリカも陽性の判定基準を満たしたことか
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ら、in vitroで抗原提示細胞を活性化するこ

とが示された。図1から図5に、それぞれの

ナノシリカのCD86およびCD54の相対発現

量と細胞生存率のグラフを示した。いずれ

のナノシリカも、細胞毒性を示さない濃度

において陽性となった。 

一方、図1から図5に示すように、CD54の

発現を亢進させる最小濃度 (EC200)や、

CD54のRFIの最大値は、ナノシリカによっ

て大きく異なっていた。それぞれのナノシ

リカの活性化能の指標となる値を表2に示

した。EC200（CD54発現濃度閾値）の値は、

最小のNM-204で3.5 µg/mL、最大のNM-201

で30.3 µg/mLと約8.7倍の差が見られた。こ

れは、THP-1のCD54発現を亢進させるのに

必要な濃度がナノシリカ間でも9倍近く異

なることを示している。また、CD54の相対

発現量(RFI)についても、最大のNM-202で

4812.2%、最小のNM-201で434.7%と約11.1

倍の差が見られた。 

  

D. 考察 

これまでナノシリカ処理により、in vitro

において樹状細胞がCD86やIL-1βの発現を

亢進することが報告されてきた1, 2)。今回検

討した5種全てのナノシリカがTHP-1細胞

のCD54発現を非常に強く亢進すること、さ

らにその亢進の程度が検体により異なるこ

とを明らかとした。 

 CD54の発現を亢進させる最小濃度

(EC200)は、in vivo皮膚感作性試験である

LLNA (Local Lymph Node Assay, OECD 

TG429)における強度の指標であるEC3値と

相関性が認められており3)、EC200が低いほ

ど感作性強度が強くなる傾向がある。この

点で今回検討した5種のナノシリカを検討

すると、毒性の強度は強い順に、NM-204, 

NM-200, NM-202, NM-203, NM-201となっ

た。また、誘導されたCD54の相対発現量

(RFI)も、最大のNM-204とNM-201では約8

倍異なっており、こちらについても大きさ

の順に並べると、NM-202, NM-204, NM-203, 

NM -200, NM201となった。 

今回検討したナノシリカは、OECDにお

いて様々な物性やin vivoにおける毒性がす

でに評価されているため、今後今回得られ

たh-CLATの結果と、既知の物性や毒性情報

との比較を行う予定である。こうして構築

したデータセットを解析することで、標準

化された試験系であるh-CLAT法のNMの免

疫毒性試験としての有用性を検証し、ナノ

シリカの物性と抗原提示細胞活性化の関係

を明らかにする予定である。 

また、無機化合物の固体であるナノシリ

カがTHP-1細胞を活性化させるメカニズム

は、抗原として提示される一般的な感作性

物質によるそれとは異なり、いわゆるアジ

ュバント効果と考えられる4)。生活環境中の

NMによる免疫応答の増悪が指摘されてお

り5)、ウイルスなどの抗原により生じる抗原

提示細胞の活性化が、NMにより促進され

るかどうかを検討する必要がある。この点

については次年度検討を行う予定である。 

1) Nanotechnology, 5 (3), 326-340, 2011. 

2) J. Toxicol. Sci., 45 (10), 651-660, 2020.  

3) Toxicology in Vitro, 26 (7), 1150-1160, 2012. 

4) Toxicol. Lett., 118, 171-181, 2001. 

5) Biochem. Biophys. Res. Commun., 392, 160-

165, 2010. 

 

E. 結論 

NM-200、NM-201、NM-202、NM-203及び
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NM-204は、いずれもin vitroで抗原提示細胞

を活性化することが示された。特にNM-202, 

NM-203, NM-204はCD54の発現をコントロ

ールに比べ20倍以上に亢進させ、非常に強

い抗原提示活性化能があると考えられた。

今後、今回検討したナノシリカの物性およ

びin vivoにおける毒性と、本検討結果の比

較を行う。 

 

F. 研究発表 
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表1 3回の本試験における各種ナノシリカのRFI及び細胞生存率の平均値及び標準偏差 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

平均値 標準偏差 平均値 標準偏差 平均値 標準偏差

無処理対照（培地） - 100.0 0.0 100.0 0.0 98.24 0.21
0.316 101.3 25.2 70.0 17.7 97.62 0.18
1.00 101.1 22.8 60.0 33.5 97.80 0.06
3.16 88.9 35.5 82.4 56.4 97.35 0.18
10.0 107.8 36.3 163.1 51.5 96.48 0.45
31.6 102.5 35.0 727.5 215.4 91.86 1.55
100 97.5 28.3 1120.8 254.0 88.08 1.90
316 72.0 28.9 797.7 310.9 86.86 2.30

1000 56.9 35.6 1131.5 366.5 82.89 2.45
無処理対照（培地） - 100.0 0.0 100.0 0.0 98.35 0.78

0.316 95.3 15.6 66.6 7.5 97.30 1.13
1.00 92.7 23.7 79.4 1.3 97.38 0.44
3.16 94.4 8.9 73.1 7.9 97.31 0.88
10.0 86.7 10.7 97.2 8.9 97.10 1.03
31.6 85.3 11.8 227.9 57.5 95.09 1.40
100 70.2 16.7 314.1 88.1 93.59 2.10
316 54.3 4.2 306.9 89.8 88.25 0.94

1000 55.2 5.8 434.7 148.4 84.92 3.75
無処理対照（培地） - 100.0 0.0 100.0 0.0 97.51 0.73

0.316 102.9 17.2 87.6 26.2 97.37 0.72
1.00 101.8 7.2 86.7 20.5 97.27 0.72
3.16 101.3 8.4 85.0 25.0 97.04 0.15
10.0 103.3 19.1 117.8 36.1 96.92 0.31
31.6 102.4 13.3 259.3 108.1 95.81 0.68
100 91.0 19.6 665.6 183.8 92.81 0.39
316 48.8 8.2 541.4 88.9 91.68 0.20

1000 61.4 28.2 4812.2 2781.6 70.34 3.25
無処理対照（培地） - 100.0 0.0 100.0 0.0 98.40 0.57

0.316 99.8 12.8 106.3 8.0 98.42 0.35
1.00 107.7 17.3 111.6 16.3 97.64 0.91
3.16 105.5 8.3 105.7 10.1 97.62 0.53
10.0 103.7 10.1 123.0 11.1 96.75 1.01
31.6 103.8 14.4 238.0 62.6 94.69 0.10
100 104.1 6.7 641.4 214.0 90.19 1.03
316 82.6 19.0 545.8 181.8 89.81 0.59

1000 108.2 32.8 2795.3 255.3 71.30 4.18
無処理対照（培地） - 100.0 0.0 100.0 0.0 96.81 1.03

0.316 113.7 15.4 112.2 25.6 97.09 1.15
1.00 113.0 15.2 94.8 18.3 96.90 0.80
3.16 113.9 13.7 143.0 57.0 96.35 0.77
10.0 112.0 25.5 576.8 383.5 94.19 1.50
31.6 127.1 34.6 2281.2 1252.4 85.78 2.86
100 120.9 34.9 3439.6 1155.8 78.67 3.86
316 94.2 46.3 2961.9 778.0 79.36 0.92

1000 77.1 35.2 2100.7 528.7 77.96 0.68
RFI: 相対蛍光強度

NM-201

NM-202

NM-203

処理群
用量

（μg/mL）

RFI 細胞生存率
（%）CD86 CD54

NM-204

NM-200
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図1 NM-200のRFI及び細胞生存率（n=3） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2 NM-201のRFI及び細胞生存率（n=3） 
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図3 NM-202のRFI及び細胞生存率（n=3） 
 
 

                                                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
 
 
 

図4 NM-203のRFI及び細胞生存率（n=3） 
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図 5 NM-204 の RFI 及び細胞生存率（n=3） 

 

 

表 2 各種ナノシリカの h-CLAT 試験結果   

 NM-200 NM-201 NM-202 NM-203 NM-204 

EC200 (CD54 発現濃度閾値)(µg/mL) 10.3 30.3 19.5 24.8 3.5 

CD54 の相対発現量(RFI)の最大値(%) 1131.5 434.7 4812.2 2795.3 3439.6 

CD54 の相対発現量の最大値をとった濃

度(µg/mL) 
1000 1000 1000 1000 100 

CD54 の相対発現量の最大値をとった濃

度における細胞生存率(%) 
82.9 84.9 70.3 71.3 78.7 
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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） 
ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関する 

in vitro/in vivo 評価手法開発のための研究 
 

令和２年度 分担研究報告書 
 

ナノマテリアルの吸入ばく露実験の実施と解析 
研究分担者 髙橋 祐次  国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 室長 
研究協力者 横 田  理 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 主任研究官 

森田 紘一 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 
辻  昌 貴 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 
菅  康 佑 
相田 麻子 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究要旨 
本研究の目的は、ナノマテリアル（NM）のマウス吸入ばく露による肺胞マクロファ

ージの機能解析を実施した先行研究（H29-化学-一般-003）を基盤として、短期吸入ばく

露された各種 NM の免疫系に与える影響について in vitro/in vivo 試験の連携体制による

毒性メカニズムの解明と評価系の開発を行うことである。最終的には、得られた知見を

基に各種 NM の短期吸入ばく露による毒性発現の AOP（毒性発現経路）および in vitro
試験法を確立する。本分担研究では、先行研究で開発した Taquann 法を用い、カートリ

ッジ直噴式全身ばく露吸入装置（Taquann システム Ver3.0、国立衛研内に設置済）によ

りナノマテリアルを高分散エアロゾルとしてマウスに、6 時間/日、5 日間連続の全身ば

く露吸入実験を行い、定期解剖により試料のサンプリングし研究協力者に提供した。最

初に、今年度実験に用いる針状酸化チタンの検体（TiDW）の分散方法の検討を行った。

Taquann 法は第三級ブチルアルコール（TBA）を分散媒として液相で検体を分散、効率

的に濾過を行い、凍結乾燥により表面張力による検体の再凝集を防ぎ乾燥検体を得る。

乾燥検体の収率を上げるためには検体と TBA の混合液を超音波処理により十分に分散

させる必要があるが、過剰な超音波処理は検体を破壊し繊維長を短くする可能性があ

る。そのため、超音波処理時間の検討を行い、各処理検体の繊維長を走査型電子顕微鏡

像により計測を行って比較した。TiDW は TBA と容易に混合し超音波処理（40W）に

より分散可能であった。TiDW の原末の繊維長 6.9±3.4µm、直径は 361.3±108.6nm であ

った。一方、2 分間、15 分間の超音波処理における繊維長は、それぞれ 7.0±3.3µm、

7.0±3.5µm であり、原末と同等の繊維長、分布が維持されていた。次に、TiDW を検体

として、目標濃度 30 mg/m3、動物は C57BL/NcrSlc 雄性マウス 12 週齢を使用し、6hr/day、
5 日間（合計 30 時間）の全身ばく露吸入を行った。対照群は HEPA フィルターで濾過

したクリーンエアーを吸入させた。ばく露実験の結果、実際のばく露濃度は、

25.0±3.4mg/m3、MMAD は 2,251nm(σg：3.2～3.9)であった。ばく露終了直後、4 および

8 週後に定期解剖を行って試料を採取した。採取した組織（肺と縦隔）負荷量の測定、

病理組織学的評価および免疫機能評価の分担研究者に提供した。今後、肺負荷量、病理

組織評価を行い、TiDW の吸入ばく露による生体影響を明らかにする計画である。 
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A. 研究目的 
本研究の目的は、ナノマテリアル（NM）

のマウス吸入ばく露による肺胞マクロフ

ァージの機能解析を実施した先行研究

（H29-化学-一般-003）を基盤として、短期

吸入ばく露された各種NMの免疫系に与え

る影響について in vitro/in vivo 試験の連携

体制による毒性メカニズムの解明と評価

系の開発を行うことである。得られた知見

を基に各種NMの短期吸入ばく露による毒

性発現の AOP（毒性発現経路）および in 
vitro 試験法を確立する。 

本分担研究では、検体の分散方法として

先行研究で開発した Taquann 法を用い、カ

ートリッジ直噴式全身ばく露吸入装置

（Taquann システム Ver3.0、国立衛研内に

設置済）によりナノマテリアルを高分散エ

アロゾルとしてマウスに 5 日間の全身ばく

露吸入を行った。まず、今年度実験に用い

る針状酸化チタンの検体（TiDW）の分散方

法の検討を行い、繊維長が原末と同等であ

ることを確認し、5 日間連続の全身ばく露

吸入実験を行った。 
 

B. 研究方法 
B-1 検体の高分散化処理の条件検討 
1．被験物質： 
被験物質として、針状酸化チタン TiDW を

使用した。 
 

2． 検体処理の条件検討： 
TiDW の原末 500 mg をビーカーに入れ、

35℃に加温して溶解した TBA500 mL を加

えて懸濁液を調整した。TBA 懸濁液を超音

波洗浄器 SU-3TH（柴田科学株式会社）に

て、40W の出力により 2～15 分間の処理を

行い、高分散性の懸濁液を得た。超音波処

理前の懸濁液（0 分）、並びに超音波処理後

の懸濁液（2 分、15 分）をそれぞれ 10 mL
を分注し、形態観察に用いた。 

 
3．TiDW の形態観察： 

アルミナフィルター（Anodisc、孔径 0.02 μm、

φ12mm、 ワットマン）をロート型ガラス濾過器

（51G-1、三商）に載せ、ピペッティングにより

十分に分散させた Taquann 法処理 TiDW 懸

濁液 1 mL を滴下し吸引濾過した。フィルター

を室温で乾燥し、真鍮製 SEM 観察台（S-GA、

φ15×5 mm、日新 EM）にカーボンシール

（φ12 mm、日新 EM）で固定した。オスミウムコ

ーター（HPC-１SW 型、真空デバイス）により 5
秒間処理を行い走査型顕微鏡（VE-9800、
KEYENSE）によって 2500 倍、加速電圧 2～
2.5 kV の条件で観察した。TiDW の繊維長の

計測は ImageJ（http://rsbweb.nih.gov/ij/）を用

いて行った。 
 

B-2 マウス全身ばく露吸入実験 
1．動物： 

C57BL/6NcrSLC（日本エスエルシー株式

会社）雄性マウスを 10 週齢で購入し 2 週間の

馴化期間を経たのち 12週齢にて使用した。こ

のマウスは当研究部において、MWCNT を含

めてナノマテリアルの吸入ばく露実験に使用

した実績がある。個体識別は耳パンチにより

行った。 
 

2． 飼育条件： 
飼育ケージは、ポリカーボネイト製のア

ウターケージと PET 製インナーケージを

使用した。紙製の床敷を使用し、1 ケージ

当り 5 匹のマウスを収容した。ケージラッ

クはケミカルセーフティ対応のケージ個

別換気式飼育装置（ RAIR HD SUPER 
MOUSE 750TM 個別換気式飼育装置 特

型）を使用した。飼育条件は、温度；25±1℃、
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湿度；55±5％、換気回数；約 20 回/h、照明

時間；8 時～20 時点灯（照明明暗サイクル

12 時間）とし、固型飼料 CRF-1（オリエン

タル酵母工業株式会社）を自由摂取させ、

飲水は市水をフィルター濾過し自動給水

装置により自由摂取させた。 
ケージ内の環境を改善する目的で、シェ

ファードシャック（ Shepherd Specialty 
Papers 社）をケージ内に設置した。 

 
3． 群構成： 

HEPA フィルターを通した清浄空気のみ

を送気した群（対照群）、TiDW ばく露群の

2 群構成とした。目標濃度は 30 mg/m3 と設

定した。各群当たり 48 匹のマウスを使用

し、肺沈着量測定用に 9 匹、病理組織用に

6 匹、免疫機能実験用に 10 匹を割り当てた

（表 1）。1 日 6 時間（10：00～16：00）、5
日間の連続の全身ばく露吸入を行った。 

 
4． ダスト発生装置 
検体のエアロゾル化は、既設の Taquann 直

噴全身吸入装置 Ver 3.0 を使用した（共同開

発 柴田科学株式会社）。 
この装置は、検体を充填する金属製カー

トリッジ、圧縮空気をカートリッジに噴射

する噴射装置、及び、噴射した検体を気相

に分散させるサブチャンバーから構成さ

れる。カートリッジはインナーカートリッ

ジとアウターカートリッジから構成され

る。検体を収容するインナーカートリッジ

（容量：25 mL、内寸：直径 20 mm 高さ

80 mm）はステンレス製であり、これを樹

脂製のアウターカートリッジに収容して

使用する。カートリッジのキャップ部には

圧縮空気を注入するセンターノズルと、エ

アロゾル噴出孔が設計されている。 
カートリッジへの検体の充填は、TiDW

の tert-butyl alcohol (TBA)懸濁液（1mg/mL）
を調整し、TBA 懸濁液を各カートリッジに

10 mL 分注して液体窒素で固化させた後、

デシケーターに格納して溶媒回収型ポン

プで TBA を昇華除去することで行った。 
噴射装置は、サブチャンバー（容量：43 

L）に接続されている。噴射に伴う圧力上昇

を減じるため、サブチャンバーから側方に

煙突状のダクトを設け、その先端部にはポ

リエチレン製の袋で覆ったULPAフィルタ

ーが接続されている。煙突部から加湿した

キャリアエアを一定の流量で送り込み、噴

射された検体は煙突内に逆流した検体を

含め、サブチャンバー内で効果的に分散さ

れた後、希釈されつつばく露チャンバーに

導く構造となっている。 
噴射装置からカートリッジへの圧縮空

気の供給圧力は 0.48 Mpa、噴射時間は 0.2
秒、1 カートリッジ当たり 3 回の噴射を行

った。ばく露チャンバーの総換気流量は

32.5 L/min（基礎換気流量；29.5 L/min、エ

アロゾルモニター用サンプリング（CPC）；
1.5 L/min、質量濃度測定；1.5 L/min）と設

定した。 
目標濃度に速やかに到達させるため、ば

く露開始時に 2 本を 1 分間隔で噴射した。

その後は濃度を監視しつつ 4 分間隔で噴射

し、設定濃度を維持した。2 時間の吸入ば

く露実験において、合計 88 本のカートリ

ッジを使用し、カートリッジの交換、噴射

は完全自動化で実施した。 
ばく露チャンバー内の温度、湿度並びに

圧力変動をばく露時間の 6 時間を通してモ

ニタリングした。 
 

5． ばく露チャンバー 
動物を収容し検体をばく露するばく露チャ

ンバーは、先行研究において独自に開発し
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たものを、Ver3.0 用に改変したものを使用した。

（共同開発 柴田科学株式会社、特許所得

済）。動物は、メインチャンバー内に設置した

円筒形ステンレス金網製のケージに個別に収

容する。マウスは最大 25 匹収容が可能であ

る。ばく露チャンバーはアクリル製のアウター

チャンバーと PET 樹脂で作製したインナーチ

ャンバー（直径 660 mm、高さ 477 mm）の二重

構造となっており、検体が触れるインナーチャ

ンバーは交換可能であり、検体の変更に容易

に対応できるシステムとなっている。メインチャ

ンバーの上部は円錐状となってサブチャンバ

ーに接続されており、メインチャンバーの気積

179 L である。 
 

6． ばく露チャンバー内のエアロゾル濃度測定 
ばく露チャンバー内のエアロゾル濃度

のモニタリングは、相対濃度（CPM; count 
per minutes）と質量濃度（mg/m3）測定を並

行して行った。 
相対濃度測定は、凝縮粒子計数装置

（Condensation Particle Counter：CPC、CPC-
BL01、サンプリング流量：1.5 L/min、柴田

科学） を用いた。この情報はリアルタイム

に得られることからエアロゾルの濃度コ

ントロールに使用した。高濃度での測定は、

CPC に負荷がかかるため、CPC の前段に希

釈機（柴田科学）を設置して 10 倍希釈し測

定した。 
ばく露チャンバーと CPC を接続するチ

ューブは、銅管を使用してサンプリングに

よる損失を最小限にした。 
質量濃度測定は、ローボリウムサンプラ

ー（080050-155、φ55 mm ろ紙ホルダー、

柴田科学）にフッ素樹脂バインダ－ガラス

繊維フィルター（Model TX40HI20-WW、φ

55mm、捕集効率（DOP 0.3 µm）: 99.9%、

東京ダイレック）を装着し、サンプリング

ポンプ（Asbestos sampling pump AIP-105、
柴田科学）に接続して 1.5 L/min の流量で

ばく露時間の 2時間を通してエアロゾルを

吸引しフィルターに検体を捕集した。ろ過

捕集後のフィルターの重量から予め秤量

したフィルターの重量を差し引いた値を

検体の重量とし、吸引空気量 1.5 L/min × 
120min＝180 Lから 1 m3当りの質量濃度を

算出した。フィルターの秤量にはマイクロ

天秤（XP26V、METTLER TOLEDO）を使

用した。 
 

7．エアロゾルの空気動力学的中位径測定

Mass Median Aerodynamic Diameter 
(MMAD) 
エアロゾルの空気動力学的中位径測定

は、Micro-Orifice Uniform Deposit Impactors 
(MOUDI)を用いた。10 L/min の流量でばく

露チャンバー内のエアロゾルを吸引して

MOUDI （ Model 125 Nano MOUDI 、

KANOMAX、分級サイズ；No.1； 10 μm、

No.2； 5.6 μm、No.3； 3.2 μm、No.4； 1.8 
μm、No.5； 1.0 μm、No.6； 0.56 μm、No.7； 
0.32 μm、No.8； 0.1 μm、No.9； 0.10 μm、

No.10； 0.056 μm、No.11； 0.032 μm、No.12； 
0.018 μm、No.13； 0.01 μm）に導いた。吸

引時間は 20 分とした。各分級ステージに

は専用のアルミホイルにシリコンオイル

を塗布したものを装着し検体を回収した。

尚、シリコンオイル塗布アルミホイルは、

使用前に 50℃のインキュベーター内で 3
日以上留置しシリコンオイルに含まれる

溶媒を除去した。マイクロ天秤（XP26V、

METTLER TOLEDO）を使用してアルミホ

イルの質量を、MOUDI 装着前と、MWCNT
回収後に測定し、その差分を検体質量とし

た。 
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8． 解剖とサンプリング 
肺と縦隔、顎下リンパ節のサンプリング

のため、ばく露終了直後（0W）、4 週後（4W）

及び 8 週後（8W）に定期解剖を行った。 
マウスは吸入麻酔器（TK-7、バイオマシ

ナリー）を用いイソフルラン（DS ファーマ

アニマルヘルス）麻酔下で、眼窩より採血

を行い、腋窩動脈を切断して放血致死後に

解剖した。被毛からコンタミを防止するた

め、開胸前に全ての被毛を除去した。 
病理標本用の動物は、気道内に吸引され

た検体の人為的移動を避けるため、気管か

らの固定液の注入は行わず、点滴回路を用

いた灌流装置により灌流固定した。具体的

には、喉頭部を絹糸で結紮して開胸時の肺

の虚脱を防止した後、開胸し、右心室に翼

状針（21G、SV-21CLK-2、テルモ株式会社）

を刺入して生理食塩水（大塚生食注、大塚

製薬工場）を約 40cm 水柱の静水圧により

注入し、右心耳を切開して血液を除去した。

その後、右心室から翼状針を引き抜いて左

心室に刺入して血液を除去した後、回路を

切り替えて 4％パラホルムアルデヒド・リ

ン酸緩衝液（フジフイルム和光純薬工業、

組織固定用、用時調製）を同静水圧にて約

3 分灌流して固定後、同組成固定液に浸漬

固定を行った。流量は点滴調節器により適

宜調節した。組織沈着量測定用の動物は、

開胸して肺を取り出し、肺門部で気管を除

去して湿重量測定後ホルマリン固定した。

免疫機能解析用の動物は、開胸後に留置針

（サーフローフラッシュ 18G、テルモ）を

気管に挿入し PBS を 1 mL 注入・吸引採取

する操作を 2 回繰り返し、BAL を採取し

た。 
（倫理面への配慮） 
本実験は動物愛護に関する法律、基準、

指針を遵守し、国立医薬品食品衛生研究所

は、国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

委員会の制定による「動物実験等の適正な実

施に関する規程（平成 27 年 4 月版）」に則っ

て実施した。 
 
C. 研究結果 
C-1 検体の高分散化処理の条件検討 

TiDW 原末と TBA を混合し、超音波処理

良好な懸濁液を得た。走査型電子顕微鏡に

よる観察の結果、TiDW の原末の繊維長

6.9±3.4µm（N=223）、直径は 361.3±108.6nm
（N=105）であった（図 1A、図 2A、2B）。
一方、超音波処理 2 分間、15 分間における

繊維長は、それぞれ 7.0±3.3µm（N=245）、
7.0±3.5µm（N=240）であり、原末と同等の

繊維長、分布が維持されていた（図 1B、2C、
2D）。 

TiDW の繊維長のヒストグラムから、2.5 
μm以下の繊維は5.4％、5 μm以上は94.6％、

10 μm 以上は 17.9％であった。 
 

C-2 マウス全身ばく露吸入実験 

TiDW の 5 日間反復全身ばく露吸入実験

における平均質量濃度は 25.0±3.2 mg/m3（平

均値±SD）であった。3 回の測定を行った

MMADは2,251nm（σg:3.2～4.9）であった（表

2、図 3）。エアロゾルの累積分布から、粒子径

1,000nm から急激に立ち上がる分布であった。

6 時間の吸入ばく露実験において使用した総

検体量は、880 mg である。6 時間の曝露チャ

ンバーの総換気量は 11.7 m3であることから名

目上の濃度は75.4 mg/m3と計算される。実際

に測定した濃度の平均は 25.0 mg/m3 から、

エアロゾル化効率を計算すると 33.1%であっ

た。 
CPC のデータは、6 時間のばく露実験の後

半で値が低下する傾向にあった（図 3）。 
なお、実験に供したマウスは定期解剖まで
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の間、いずれも体重推移に異常は認められな

かった（図 4）。 
 

D. 考察 

粒子状物質の吸入において、粒径は内径

が徐々に狭くなる鼻腔から肺胞に至る各

部位への沈着量を決める重要な因子であ

り、一般に MMAD を指標としている。微

細な粒子は肺胞まで到達するが、大きな粒

子は気道の上層部で効果的に除去される。

ヒトが現実的にナノマテリアルにばく露

される環境下では、緩徐な風速であるため

気相にナノマテリアルの凝集体/凝固体は

速く沈降する。また、ヒトの上気道は長い

ため、凝集体/凝固体が効果的に取り除かれ

て肺胞レベルには高度に分散されたもの

が優先的に到達すると想定される。一方、

実験動物を用いた粉体の吸入ばく露試験

では、エアロゾルの均一性を保つためチャ

ンバー内の空気は強く攪拌されている。凝

集体/凝固体を含む検体をエアロゾル化す

ると、ヒトに比較して細く短い気道を有す

るげっ歯類では、この凝集成分が気道末梢

の比較的近位に捕捉されるため、それより

も末梢の肺胞レベルへの単離繊維の吸入

を阻害あるいは肺胞病変を修飾する可能

性がある。以上のことから、吸入ばく露試

験において実験動物からヒトへの外挿性

の高いデータを得るためには、凝集体/凝固

体を除去した上で分散性が高い検体を使

用する必要がある。 
本分担研究で用いた Taquann 法は TBA

を用いて液相で検体を分散、効率的に濾過

を行い、凍結乾燥により表面張力による検

体の再凝集を防ぎ乾燥検体を得ることを

特徴としている。検体の物理化学的性質に

依存しない汎用性の高い方法である。濾過

工程における検体の収率を上げるために

は検体と TBA の混合液を超音波処理によ

り十分に分散させる必要があり、ナノマテ

リアルでは超音波処理が汎用されている。

超音波処理は溶液中に圧力差によるキャ

ビテーションを発生させることで、溶液中

の物質に激しい衝撃を与えて分散を図る

方法であるため、強力な超音波処理では、

TiDW の繊維長に影響を与える可能性があ

る。繊維状物質は、粉体とは異なり、繊維

長に依存した生体反応を有するため繊維

長の分布が処置後も保持される点は重要

であると考えられる。 
その代表例がアスベストによる中皮腫

発がんである。過去にアスベスト代替品が

多数開発された際に、これらの中皮腫誘発

性と繊維長、繊維径との関係がラット腹腔

内投与により検討されている。その結果、

繊維長が 10 µm 程度、直径が 100 nm 程度

の線維の中皮腫誘発性が高いことが示さ

れている（Stanton & Pott 仮説、1978）。一

方、ナノマテリアルの生体影響評価の初期

には、ナノマテリアルを分散することに注

力した実験が行われ、その結果、過度な分

散処理により原末の繊維長を短くするま

で機械的分散処理を行い、多層カーボンナ

ノチューブに中皮腫発がん性がないと結

果された報告がある（Muller J et al., 2009）。 
本分担研究では、原末の繊維長を維持し

た状態で高分散検体を得るため、分散条件

のなかで最も影響の大きい超音波処理時

間の検討を行い、各処理検体の繊維長を走

査型電子顕微鏡像により測定して比較し

た。TiDW は TBA に比較的容易に分散し、

少なくとも 15 分の超音波処理により繊維

長が短縮することは認められなかったこ

とから、原末の繊維長を維持した高分散検

体を得ることが達成できた。 
全身ばく露吸入実験では、既設の
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Taquann 直噴全身吸入装置 Ver 3.0 を使用し

た。本装置では、以前のバージョンに改良

を行い、カートリッジ装填を自動化するこ

とにより OECD 吸入毒性ガイドライン

（TG413）で必要とされる 6 時間/日の吸入

ばく露を可能とした装置であるが、連日稼

働させる検討には至っていなかった。今年

度、5 日間連続稼働を達成したことにより、

より広い範囲の条件でばく露実験が可能

であることが示された。一方、排気装置フ

ィルターの負荷が大きくなり、HEPA フィ

ルターの交換を頻繁に実施することが必

要となるなど、連続稼働を行う際の課題も

明らかになった。これは、粉体の吸入ばく

露装置に共通の課題であるが、効率的に実

験を進めるためには排気フィルターの大

型化に加えて、容易に交換可能な排気フィ

ルター装置の開発が必要かもしれない。 
TiDW のエアロゾル特性のうち、

MMAD2,251 nm であり肺胞領域まで到達

可能とされる MMAD＜3μm を達成してい

る。エアロゾルの粒径分布の指標となる σg
は 3.2～4.9 と TG413 で推奨される 1～3 と

比較すると、若干広い範囲の粒度分布であ

ることが示唆される。エアロゾルの累積分

布（図 3）において明らかであるように、

TiDW エアロゾルは、累積粒子径が 1000nm
から急激に立ち上がる分布であるため、こ

のような値を示すと考えられる。CPC はば

く露の後半で値が低下する傾向にあった。

この理由として、ばく露チャンバー内から

のサンプリングに用いている管の目詰ま

りが考えられた。 
TiDW ばく露によるマウスは、体重推移

においては影響が認められていない。今後、

サンプリングした肺の病理組織と肺負荷

量測定を行い、TiDW の影響を明らかにす

る計画である。 

E．結論 
TiDW の高分散乾燥検体の調製方法を確立

した。この検体を用いて、マウスに 1 日時

6 時間、5 日間連続全身ばく露吸入を実施

した。その結果、25.0mg/m3 の質量濃度で、

MMAD 2,251 nm のエアロゾルを発生す

ることが可能であった。 
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Kanno, Interim report of the 4-week-
interval intermittent whole body inhalation 
study on multi-walled carbon nanotube in 
mice, SOT 2021 Annual Meeting Virtual 
(2021.3.17) Web 開催、ポスター 
 

G．知的財産権の出願・登録状況 
1．特許取得 
 なし 
2．実用新案登録 
 なし 

3．その他 
 なし 
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表 1 群構成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 TiDW の走査型電子顕微鏡像 

iDW 検体を TBA に懸濁し、超音波処理により分散処理した検体をアルミナフィルター（Anodisc、

孔径 0.02 μm、φ12mm、 ワットマン）に捕捉し、オスミウムコーター（HPC-１SW 型、真空デバ

イス）により 5 秒間処理を行い走査型顕微鏡（VE-9800、KEYENSE）によって 2500 倍、加速電圧

2～2.5 kV の条件で観察した。A：TiDW 原末、B：15 分の超音波処理検体。 
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図 2 TiDW の繊維長分布 

走査型電子顕微鏡による観察の結果 TiDW の原末の繊維長 6.9±3.4 µm（N=223）、直径は 361.3 ± 

108.6 nm（N=105）であった（A、B）。一方、2 分間、15 分間の超音波処理における繊維長は、そ

れぞれ 7.0 ± 3.3 µm（N=245）、7.0 ± 3.5µm（N=240）であり、原末と同等の繊維長、分布が維持さ

れていた（図 C、D）。TiDW の繊維長のヒストグラムから、2.5 μm 以下の繊維は 5.4％、5 μm 以上

は 94.6％、10 μm 以上は 17.9％であった。 

 

表 2 吸入ばく露実験におけるエアロゾル特性のまとめ 
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図 3 吸入ばく露実験におけるエアロゾル特性 CPC データと MMAD 

CPC は 5 回のばく露実験全てにおいて、6 時間のばく露時間を通して測定した。MMAD は 2 回目、

3 回目、4 回目のばく露実験において測定を行った。CPC はばく露の後半で値が低下する傾向にあ

った。 

 

図 5 吸入ばく露後のマウス体重推移 

全身ばく露吸入後のマウスの体重推移には、対照群とTiDW群の間で有意な影響は見られなかった。 
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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） 

ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関する 
in vitro/in vivo 評価手法開発のための研究 

 
令和２年度 分担研究報告書 

 

ナノマテリアルのin vitro評価系に関する研究 
―様々な特徴を有するナノマテリアルの抗原提示細胞活性化能等の評価と 

細胞レベルでの毒性発現メカニズムの解明に関する研究― 

研究分担者 飯島 一智 横浜国立大学工学研究院 准教授 

A. 研究目的 
 短期吸入曝露された各種ナノマテリアル

（NM）の免疫系に与える影響についてin 
vitro試験法の確立と将来的なOECDガイド

ライン化を目指すため、毒性メカニズムの

解明と評価系の開発にむけたデータ取得を

目的とした。銀ナノ粒子および物性の異な

る種々の二酸化チタンNMについて、物性の

測定を行うとともに、単球系細胞株THP-1細
胞のCD54, CD86の発現を指標として抗原提

示細胞活性化能の評価を行った。 
 

研究要旨 
 短期吸入曝露された各種ナノマテリアル（NM）が免疫系に与える影響に関する in 
vitro 試験法の確立を目指し、本研究では銀ナノ粒子および種々の二酸化チタン NM に

ついて物性測定と抗原提示細胞活性化能の評価を行なった。銀ナノ粒子、二酸化チタ

ン NM 共通して z-ポテンシャルおよび流体力学的直径の測定を行い、銀ナノ粒子につ

いては誘導結合プラズマ発光分光分析（ICP-AES）を用いて培養液中での溶出率につ

いても測定した。抗原提示細胞活性化能の評価については、単球系細胞株 THP-1 細胞

へ NM を 24 時間暴露した後の CD54, CD86 の発現亢進を指標として行った。 
 細胞培養条件下で銀ナノ粒子からの銀イオンの溶出が見られ、銀イオンとして作用

している可能性が示唆された。銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-1 細胞の CD86 およ

び CD54 発現を亢進したが、銀イオンの方がはるかに低濃度で活性が見られた。これ

は、銀イオンの方が高い抗原提示細胞活性化能力を有していることを表しており、銀

ナノ粒子による抗原提示細胞活性化は溶出した銀イオンによるものと考えられた。一

方、同程度の細胞生存率を示す濃度（CV75）で暴露した場合において、銀ナノ粒子の

方が細胞内への取り込み量が多く、銀ナノ粒子が細胞に取り込まれてリンパへ移行

し、溶出した銀イオンにより抗原提示細胞が活性化される可能性も考えられた。 
 二酸化チタン NM については、z-ポテンシャルに大きな差異は見られなかったが、

流体力学的直径は大きく異なっていた。抗原提示細胞活性化能については、一部にお

いて CD86 および CD54 の発現増加傾向が見られたものの、明確な陽性とは言えなか

った。今後、感作性物質との共処理による抗原提示細胞活性化能の評価を行い、アア

ジュバンド効果についても検討を進める。 
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B. 研究方法 
B.1. 各種NM分散液の調製と評価 
 各種NMの分散液は以下の方法により調

製した。分散後のζ-ポテンシャルおよび粒子

系分布はZeta-potential & particle size analyzer
（ELS-Z25H, 大塚電子株式会社）を用いて

測定した。 
銀ナノ粒子 
 銀ナノ粒子はBioPureTM 銀ナノ粒子分散

液（nanoComposix, 一次粒径10.3±1.9 nm, 濃
度0.99 mg/ml）を用いた。40 mg/ml ウシ血

清アルブミン（BSA）溶液 in 5%グルコース

溶液を用いて希釈した後、培地を用いて所

定濃度まで希釈した。購入時の銀ナノ粒子

分散液および培地分散時の銀イオン濃度を

誘導結合プラズマ発光分光分析（ICP-AES, 
ICPE-9000, 島津製作所）により測定した。 
二酸化チタンNM 
 二酸化チタンNMは粒子状のMT-150A, 
MT-500B, AMT-100, TKP-102, AMT-600（以

上テイカ株式会社）および針状のTiDWを用

いた。二酸化チタンNMはあらかじめバイア

ル瓶に移し、アルミホイルで包んで電気炉

で220ºC, 18時間の条件で乾熱滅菌を行った。

4 mg/mlの濃度になるように二酸化チタン

NMを培地に懸濁し、プローブ型超音波装置

（VP-050N, タイテック株式会社）を用いて

氷中でPWM 80%, 1分間の条件で処理した。

培地を用いて所定濃度に希釈し、再度プロ

ーブ型超音波装置により同様の条件で処理

した。 
 
B.2. NMの抗原提示細胞活性化能の評価 
 24ウェルプレートの各ウェルに2.0×106 
cells/ml THP-1細胞懸濁液500 µlおよび各被

験物質の分散液または溶液500 µlを添加し、

CO2インキュベーター内で 24時間静置した。

被験物質の暴露濃度はTHP-1細胞の生存率

が75%となる濃度（CV75）を基準とし、公比

1.2で上下合計8濃度を設定した。暴露後の

THP-1細胞を10% BSA含有リン酸緩衝液

（PBS）（FB）で洗浄後、0.01%グロブリン, 
10% BSA含有PBSにて15分間ブロッキング

した。96ウェルプレートの各ウェルに分注

した細胞をそれぞれFITC修飾された抗

CD54抗体、抗CD86抗体およびIgGで30分間

処理した後、FBで細胞を洗浄、ヨウ化プロ

ピジウムを添加した。フローサイトメトリ

ーを用いてFL-1チャネルおよびFL2チャネ

ルの強度を測定し、CD54, CD86の発現を培

地処理群（control）に対する相対蛍光強度

（RFI）として求めるとともに、細胞生存率

を算出した。 
 
B.3. 細胞内活性酸素種（ROS）の定量 
 THP-1細胞を10 mM CM-H2DCFDA PBS溶
液で1時間処理し、培地に再懸濁した。24プ
レートの各ウェルに2.0×106 cells/ml THP-1細
胞懸濁液500 µlおよび銀ナノ粒子分散液ま

たは硝酸銀溶液を500 µl添加し、CO2インキ

ュベーター内で 24時間培養した。細胞を回

収し、10% BSA含有PBSで 2回洗浄したのち、

10% BSA含有PBSに再懸濁した。フローサイ

トメトリーを用いて、FL-1チャネルの強度

を測定した。 
 
B.4. 細胞内に取り込まれた銀の定量 
 24ウェルプレートの各ウェルに2×106 
cells/ml THP-1細胞分散液500 µlおよび同量

の402.50 µg/ml銀ナノ粒子分散液もしくは

7.47 µg/ml硝酸銀溶液を添加し、CO2インキ

ュベーター内で24時間培養した。上清を捨

て、PBSで3回洗浄した。HNO3 500 µlを加え

て70ºCのウォーターバスで30分間処理した

のち、氷上で1分間冷却した。それを3 mlの
超純水で希釈し、ICP-AES測定を行い、銀濃
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度を定量した。 
 
C. 研究結果 
C.1. 銀ナノ粒子の評価 
 培地中での銀ナノ粒子のζ-ポテンシャル

は-12.07±0.73 mV、流体力学的直径は37.5±1
1.0 nmであった。銀ナノ粒子は購入時のク

エン酸溶液中で5.0%、培地中24時間分散後

で25.9%がそれぞれ銀イオンとして溶出し

ていることがわかった。 
 
C.2. 銀ナノ粒子の抗原提示細胞活性化能の

評価 
 銀ナノ粒子、銀イオンいずれの処理にお

いてもCD86およびCD54の発現の増加が見

られた（図1）。銀ナノ粒子のEC150（CD86
発現が150%を超える濃度）, EC200（CD54
発現が200%を超える濃度）は127.60 µg/ml, 
118.44 µg/ml、銀イオンは1.64 µg/ml, 0.98 
µg/mlであり、銀イオンの方が銀ナノ粒子よ

りもはるかに低かった。 

 
図1 銀ナノ粒子 (A, B) および硝酸銀 (C, 
D) 処理THP-1細胞のCD54 (A, C) およびC
D86 (B, D) の発現 
 
C.3. 銀ナノ粒子、銀イオン処理後の細胞内

銀濃度の定量 
 同程度の生存率を示す濃度（CV75）で暴

露した場合において、銀ナノ粒子を処理し

たTHP-1細胞の方が細胞内の銀濃度が高く、

取り込み量が多いことがわかった（図2A）。 
 
C.4. 銀ナノ粒子、銀イオン処理後の細胞内

活性酸素種（ROS）産生の定量 
 同程度の生存率を示す濃度（CV75）での

暴露において、銀ナノ粒子と銀イオンどち

らも細胞内ROS量を増加させたが、銀ナノ
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粒子の方がROS産生量は多かった（図2B）。 

 
図2 銀ナノ粒子および硝酸銀処理における
THP-1細胞への銀の取り込み量 (A) および
ROS産生量 (B). 
 
C.5. 二酸化チタンNMの評価 
 培地中での二酸化チタンNM MT-150A, 
MT-500B, AMT-100, TKP-102, AMT-600, 
TiDW の ζ- ポテンシャルはそれぞれ -
20.5±3.33 mV, -23.9±4.0 mV, -22.4±0.8 mV, -

23.8±1.3 mV, -16.7±3.9 mV, -14.9±2.6 mV、流

体力学的直径はそれぞれ222.2±20.8 nm, 
82.16±3.32 nm, 234.7±60.1 nm, 61.27±13.2 nm, 
260.5±23.9 nm, 781.7±45.4 nmであった。走査

型電子顕微鏡観察により、針状二酸化チタ

ンはプローブ型超音波装置を用いた分散処

理によって形態は変化しないことが確認さ

れた。 
 
C.6. 二酸化チタンNMの抗原提示細胞活性

化能の評価 
 各種二酸化チタンNM処理後のTHP-1細胞

におけるCD86, CD54発現を図3に示す。陽性

になったものもあるが、いずれも陽性判定

基準（CD86発現が150%, CD54発現が200%）

をわずかに超える程度であった。 

図3 各二酸化チタンナノマテリアル処理THP-1細胞のCD54およびCD86の発現. (A) MT-
150A, (B) MT-500B, (C) AMT-100, (D) TKP-102, (E) AMT-600, (F) TiDW. 
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D. 考察 

 銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオン

の溶出が認められたことから、銀ナノ粒子

の暴露において、銀ナノ粒子としてだけで

なく銀イオンとして作用していることが示

唆された。銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-
1細胞のCD86およびCD54発現を亢進したが、

銀イオンの方がはるかに低濃度で活性が見

られた。これは、銀イオンの方が高い抗原提

示細胞活性化能力を有していることをあら

わしている。 
 銀ナノ粒子の暴露において、銀ナノ粒子

としてだけでなく銀イオンとして作用して

いることと合わせると、銀ナノ粒子による

THP-1細胞の活性化は溶出した銀イオンに

よるものと考えられた。 
 一方、同程度の細胞生存率を示す濃度

（CV75）で暴露した場合において、銀ナノ

粒子の方が細胞内への取り込み量が多いこ

とがわかった。銀ナノ粒子が細胞に取り込

まれてリンパへ移行し、溶出した銀イオン

により抗原提示細胞が活性化される可能性

も考えられた。 
 二酸化チタンNMについてはζ-ポテンシ

ャルに大きな差異は見られなかったが、流

体力学的直径は大きく異なっていた。抗原

提示細胞活性化能においては、一部におい

て増加傾向が見られたものの、明確な陽性

とは言えなかった。今後、感作性物質との共

処理による抗原提示細胞活性化能の評価を

行い、アジュバンド効果についても検討を

進める。 
 
E. 結論 
 銀ナノ粒子は銀イオン同様、THP-1細胞の

CD86およびCD54発現を亢進したが、銀イオ

ンの方がはるかに低濃度で活性が見られ、

銀ナノ粒子は細胞培養条件下で銀イオンの

溶出が認められたことから、銀ナノ粒子に

よるTHP-1細胞の活性化は溶出した銀イオ

ンによるものと考えられた。一方、二酸化チ

タンナノ粒子については、一部において 
THP-1細胞のCD86およびCD54発現増加傾

向は見られたものの、明確な陽性とは言え

なかった。 
 
F. 研究発表 
F.1. 論文発表 
該当なし 

 
F.2.  学会発表 
1) 西田明日香, 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

能の解析,日本動物実験代替法学会 第33
回大会, 2020.11.12, web開催 

2) Iijima K, Nishida A, Ohno A, Hirose A, 
Ashikaga T: Comparison of Sensitization 
Potentials between Silver Nanoparticles and 
Silver Ions using Monocytic Cell Line THP-
1, 2021 SOT Annual Meeting and ToxExpo, 
2021.3.22, Virtual Meeting 

 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
該当なし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関する

in vitro/in vivo評価手法開発のための研究 

令和２年度 分担研究報告書 

ナノマテリアルの免疫制御システムへの影響評価研究

研究分担者   石丸 直澄 徳島大学大学院医歯薬学研究部 教授 

研究協力者 新垣 理恵子 徳島大学大学院医歯薬学研究部 

常松 貴明 徳島大学大学院医歯薬学研究部 

菅 野 純 国立医薬品食品衛生研究所

高橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所

横 田 理 国立医薬品食品衛生研究所

桒形 麻樹子 国立医薬品食品衛生研究所

辻 昌 貴 国立医薬品食品衛生研究所

森田 紘一 国立医薬品食品衛生研究所

菅 康 佑 国立医薬品食品衛生研究所

研究要旨

ナノマテリアル（NM）はその組成や形状によってマクロファージなどの貪食細胞の

反応性は大きく異なっている。令和 2 年度の本分担研究では、in vivo において針状酸

化チタン（TiDW）の吸入暴露による肺の免疫システムに関して、気管支肺胞洗浄液

（BALF）細胞を中心に細胞表面分子、サイトカイン、ケモカインおよび炎症関連分子

の遺伝子およびタンパク発現を免疫学的手法にて検討を加えた。さらに、NM とマクロ

ファージの MMP-12 の役割に関して、in vitro での実験系を確立して検討を進めた。

Taquann 処理した TiDW の吸入暴露後、4 週および 8 週経過時点で BALF 細胞におけ

る肺胞マクロファージ（AM）の細胞数、各種分画に関して、対照群との有意な差は観

察されなかった。TiDw 暴露後 8 週において、CD54+AM の割合が対照群に比較して有

意に増加していた。

in vitro での RAW264.7 細胞および THP-1 細胞を用いて、Taquann 処理 MWCNT (T-
CNT)による刺激では MMP-12 mRNA 発現が上昇することが判明した。また、T-CNT を

処理された RAW264.7 細胞の培養上清を用いた実験で、NIH3T3 線維芽細胞における

Col1A2, Col3a1, ColIIV, smooth muscle actin を含む線維化に関与する遺伝子 mRNA 発現

が上昇していた。

NM の形状あるいは性状によって暴露に対する免疫反応が大きく異なっている可能

性が示された。一方で、MWCNT に対する免疫反応に関して、マクロファージの MMP-
12 を介した慢性化・線維化への機序の存在が示唆された。 
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A. 研究目的 
ナノマテリアル（NM）の暴露による生体へ

の影響については、様々な角度から研究が

進展してきた。特に、多層化カーボンナノチ

ューブ（MWCNT）を用いたマウスへの吸入

暴露実験では、肺胞マクロファージの活性

化、貪食、細胞死の分子機序が明らかにされ

てきた。一方で、NMの組成、性状、形状な

どの違いで、マクロファージを中心とした

免疫反応が大きく異なることも知られてい

る。本研究では、NMの性状に基づいた免疫反

応の違いを吸入暴露によるin vivoの研究か

らその詳細な分子機序を明らかにすること

を目的にしている。さらに、in vitroでNMの

マクロファージへの直接の影響を探索でき

るモデル系を確立して、in vivoの実験に対応

しうるシグナル分子機構の解明を目指す。 

 令和2年度でのin vivoの研究として、針状

酸化チタン（TiDW）の吸入暴露による短期

毒性の評価を実施するとともに、RAW246.7
細胞あるいはTHP-1細胞、さらに、線維芽細

胞を用いてMWCNTに対する炎症・免疫反応

の分子機序の解明を目指したモデル系の確

立を目指した。 

 
B. 研究方法 
・マウスへの吸入暴露 
12 週齢の C57BL/6（雄）を用い、各群 5匹
ずつで Taquann 処理した針状酸化チタン

（TiDW: Titanium dioxide whisker／FTL-300）
を吸入暴露装置（国立医薬品食品衛生研究

所）により吸入を実施し、吸入後４週及び８

週で適切に屠殺後解析を行った。 
・フローサイトメトリー解析 
 肺胞洗浄液（BALF）中の単核球を採取す

るために、気管にサーフロー留置針(SR-
OT1851C, TERUMO)を留置し、1ml のシリ

ンジ（SS-01T 針無しシリンジ, TERUMO）

に 1ml の PBS を流し込み、回収後、洗浄、

遠心し、組織保存液（ MACSⓇTissue 
Storage solution, Militenyi Biotec）に浸漬

した。また、脾臓は摘出後、保存液に浸漬し、

冷蔵保存した。その後、ホモジナイズ後、

0.83%塩化アンモニウム水溶液にて溶血、洗

浄、濾過を行った。蛍光色素標識（fluorescein 
isothiocyanate ：FITC, phycoerythrin : PE, 
Peridinin chlorphyll protein-cyanin 5.5 : 
PerCP-Cy5.5, PE-cyanin 7 : PE-Cy7, 
allophycocyanin：APC, APC–Cy7, APC-Alexa 
Fluor 700）された各種表面マーカーCD3, 
CD19, CD45.2, CD11b, CD11c, F4/80, CCR2 
(CD192), CD206, CD54, CD136 に対する抗体

（eBioscience, San Diego, CA）にて染色なら

びに 7-amino-actinomycin D (7-AAD)処理、

0.9%-formalin-PBS で固定後、解析装置

（FACSCant BD Biosciences）にてそれらの

発現を解析した。頚部リンパ節に関しても、

染色後固定した（未解析）。 
・In vitro 実験系 
 マウス単球細胞株 RAW264.7 ならびにヒ

ト細胞株 THP-1、マウス線維芽細胞株

NIH3T3 を培養系に用いた。培養系で

Taquann 処理 MWCNT-7(T-CNT)を 0〜125 
ng/ml の濃度で刺激した。細胞数、細胞の大

きさ、MMP-12 mRNA の発現、線維芽細胞

関連因子の mRNA 発現を定量 RT-PCR で検

討した。 
・定量化 RT-PCR 法 
 培養系の細胞からの RNA抽出に関して

も通法に従い全 RNA を抽出後、逆転写反

応により cDNA を得た。下記のプライマー

セットを用いて、PCR 反応によって各遺伝

子 mRNA を定量化した。転写レベルは

7300 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems)を用いた。 
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MMP12; forward, 5′-
TGGTATTCAAGGAGATGCACATTT-3', reverse, 
5′-GGTTTGTGCCTTGAAAACTTTTAGT-3′, TGF-
β1: forward, 5′-GACCGCAACAACGCCATCTAT-
3′, and reverse, 5′-GGCGTATCAGTGGGGGTCAG-
3′; Col1A2: forward, 5′-
CCAAGGGTAACAGTGGTGAA-3′ and reverse, 5′-
CCATCACTGCCCCGAGCACC-3′; Col3A: 
forward, 5′-AACGGAGCTCCTGGCCCCAT-3′ and 
reverse, 5′-CCATCACTGCCCCGAGCACC-3′; Col 
IV: forward, 5′-ATGCCCTTTCTCTTCTGCAA-
3′ and reverse, 5′-GAAGGAATAGCCGATCCACA-
3′; mSMA-F: GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA 
mSMA-R: ACTGGGACGACATGGAAAAG 
β-actin; forward, 5′-
GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3′, and reverse, 5′-
CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3 。なお、

BALF 細胞および肺組織の一部を RNAlater
に浸漬し、冷蔵保存した（未解析）。 
 
（倫理面への配慮） 
マウスを用いた動物実験に関しては、実験

動物に関する取り扱いについて使用する動

物の苦痛の軽減や安楽死の方法などを中心

として国立医薬品食品衛生研究所および徳

島大学実験動物委員会において定められて

いる倫理面に配慮した実験動物運営規定に

基づき、厳格な審査を経た上で実施されて

いる。また、ナノマテリアルの暴露・漏洩を

防止する対策については万全を期して実施

している。 
 
C. 研究結果 
TiDWの吸入暴露実験 
 TiDWの吸入暴露後4週での肺胞洗浄液

（BALF）中の細胞数は、対照群と有意な差

はないものの、増加する傾向にあった（図１

A）。暴露後8週においてもTiDW暴露群と対

照群では有意な差は認められなかった（図

１A）。BALF細胞の直径に関しては、暴露

後4週ならびに8週で、TiDW暴露群と対照群

で差は見られなかった（図１B）。 
 BALF細胞に関して、フローサイトメータ

を用いて、各種免疫細胞分画を解析したと

ころ（図２）、血球系細胞（CD45.2+）中の

肺胞マクロファージ（AM）、好酸球（Eo）、
単球（Mo）の割合に関して、暴露後4週では

対照群とTiDW暴露群では差が認められな

かった（図３A）。また、AMならびにMoを
含めたF4/80+（未熟ならびに成熟AMを含む）

の細胞分画においても両者で差は見られな

かった（図３A）。さらに、F4/80+AMにおけ

る各種マクロファージ分画を検討してみる

と、CD11b(正常マクロファージでは陰性)、
CD192（M1マクロファージマーカー／炎症

性）、CD206（M2マクロファージマーカー

／抗炎症性）分画に関して、対照群とTiDW
暴露群で差は認められなかった（図３A）。

暴露後8週においての解析においても、AM、

Eo、MoならびにF4/80+AM分画の割合は

TiDW暴露で変化は認められず（図３B）、

F4/80+AMの各種分画においても両者で変化

は観察されなかった（図３B）。それぞれの

分画での経時的変化を検討すると、Eo、Mo、
さらに、CD11b+AM、CD192+AM、CD206+AM
での4週と8週での割合に変化はあるものの、

対照群とTiDW暴露群では有意差は観察さ

れなかった（図４）。 
 BALF細胞中のF4/80+AMにおける活性化

マーカーとして、CD54/ICAM-1の発現に関

して検討すると(図５A)、暴露後4週では対照

群とTiDW暴露群では変化は認められなか

ったが（図５B）、暴露後8週では、TiDW暴

露によって対照と比較して有意に陽性分画

が上昇していた（図５B）。また、CD54の発

現を蛍光強度によって検討したところ、暴
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露後4週では対照群とTiDW暴露群では変化

は見られず、暴露後8週では、割合と同様に

対照群に比較してTiDW暴露群で高い値を

示していたが、有意な変化ではなかった（図

５C）。 
 また、スカベンジャー受容体の一つであ

る CD136 (macrophage-stimulating protein 
receptor, protein-tyrosine kinase 8)の発現に関

して検討を加えたところ、暴露後4週から8
週で全体に発現の上昇は見られたものの、

対照群とTiDW暴露群のAMにおける変化は

観察されなかった（図５D）。さらに、

CD136+CD54+細胞の割合に関しても、暴露

後4週から8週での増加は見られたものの、

対照群とTiDW暴露群では有意な変化は認

められなかった（図５E）。 
 一方で、脾臓におけるCD54およびCD136の
発現を確認したところ、暴露後4週ならびに

8週において、対照群とTiDW暴露群でいず

れも変化は観察されなかった（図６）。 
  
In Vitroの実験 
RAW264.7細胞にT-CNT (125 ng/ml)を添加

して24時間経過後、トリパンブルー染色を

施し細胞の形態を顕微鏡にて観察すると、

対照細胞に比較してT-CNT細胞の刺激では

細胞質が広がり、細胞が大きくなっている

ことが明らかになった（図７A）。細胞の直

径を自動計測装置で測定すると、T-CNT暴
露にて有意に長くなることがわかった（図

７B）。また、トリパンブルー染色を用いた

生死を評価すると、T-CNT添加細胞で対照

細胞に比較して、有意にcell viabilityが低下
することが判明した（図７C）。T-CNT処理

細胞におけるMMP-12 mRNA発現を定量RT-
PCRで検討すると、対照細胞に比較して有意

にMMP-12 mRNA発現が上昇していた（図７

D）。さらに、RAW264.7細胞をT-CNTで24時

間した際の培養上清をNIH3T3細胞に添加後

24時間での線維化関連因子のmRNA発現を

定量RRT-PCRで検討すると、対照上清にて

刺激した細胞に比較して、Col1A2、Col3a1、
ColIV、smooth muscle actin (SMA)のmRNA発

現が有意に高い値を示していた（図８）。一

方で、ヒト単球細胞株のTHP-1細胞を用いて、

T-CNTの刺激を加えると、100 ng/mlでの刺

激では対照処理細胞に比較して有意に

MMP-12 mRNA発現が上がっているが、

RAW264.7ほどの上昇効果はなかった（図

９）。そこで、THP-1細胞のT-CNT刺激にLPS
を共に刺激を加えると、LPS刺激のみの細胞

に比較して有意にMMP-12 mRNA発現が上

昇した（図９）。 
 

D. 考察 

針状酸化チタン（TiDW）の吸入暴露後、4
週間および8週間経過した時点でのBALF細
胞の変化を検討したところ、細胞数、細胞の

大きさに関して、対照群との有意な差は見

出せなかった。さらに、肺胞マクロファージ、

好酸球、単球の割合に関しても、TiDWの暴

露による変化は4週、8週で観察されなかっ

た。また、肺胞マクロファージのM1/M2タイ

プへの分化にもTiDWの暴露による影響は

確認できなかった。T-CNT暴露により

CD11b+/highAMが増加することが報告されて

いるが（PLoS One 2018）、TiDW暴露での変

化は観察されなかった。8週までの経時的変

化に関しても、対照群とTiDW暴露群で差は

確認されなかった。肺胞マクロファージの

活性化に関して、CD54＋細胞が暴露8週にお

いてTiDW暴露群が対照群に比較して有意

に上昇していたことから、AMの活性化の指

標として有用である。スカベンジャー受容

体の一つであるCD136に関しては、この暴露

系では変化が認められなかった。本吸入暴
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露実験において、針状酸化チタンの暴露で

はMWCNTの暴露で見られたような大きな

変化は観察されなかったNMの形状および

性状によって肺におけるマクロファージに

よる免疫反応は大きく異なっているものと

想定される。今後BALFおよび肺組織におけ

る各種遺伝子mRNA発現に関して解析、

BALF中の炎症性サイトカインの解析など

を進める予定である。 
In vitroの実験では、NMのマクロファージ

に対する直接的な影響が評価可能になる。

今年度の実験ではマウス単球細胞株である

RAW264.7細胞ならびにヒト細胞株である

THP-1細胞を用いて、in vitroでのT-CNTの影
響について検討した。すでに、T-CNTの吸入

後の慢性影響に関して、T-CNTの暴露で

MMP-12を高発現する肺胞マクロファージ

が増加することを報告している（PLoS One 
2018）ことから、in vitroにおけるマクロファ

ージへのT-CNT刺激による影響に関して、

MMP-12発現を指標に評価検討したところ、

in vivoで観察された所見を反映する結果が

得られた。また、T-CNTの吸入暴露実験にお

いても長期観察にて、肺組織の線維化が進

み、コラーゲン（Type IV）の増生が亢進し

ていることを報告している（PLoS One 2018）。
今回のT-CNT処理RAW264.7細胞の培養上

清を用いた実験系でも、線維芽細胞の線維

化増生に関わる因子のmRNA発現が亢進し

ていたことから、マクロファージから産生

される因子が線維芽細胞を直接活性化して

いる可能性が示された。MMP-12が直接作用

していたかどうかは今後の検討が必要であ

るが、T-CNTに対する慢性炎症の機序を明

らかにする契機になるものと考えられる。

また、NMの影響を直接評価できるモデル系

として、本培養系は有用であることが示さ

れた。 

E. 結論 
針状酸化チタンの吸入暴露実験では、肺胞

マクロファージの分画に著変が見られなか

ったことから、NMの形状および性状によっ

て免疫反応に相違がある可能性が示された。

T-CNTを用いたin vitroの実験によってマク

ロファージからのMMP-12を介した慢性炎

症機転が示唆された。 
 
F. 健康危険情報 
本実験を通してマウスへの健康危機に関

する症状、兆候などは観察されなかった。 
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A:吸⼊曝露後４週、８週におけるBALF細胞数 結果(number)=平均値±SD (n=3~5/group)
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Eosinophils

M1 macrophages

M2 macrophages

図２

図２ BALF細胞を⽤いたGating strategy
採取されたBALF細胞を⽤いて、各種標識抗体による反応、洗浄、固定後にフローサイト
メータによる解析を実施した。SSC/FSC分画にてdebrisなどを除去し、CD45.2陽性⾎球細
胞分画におけるCD3−CD19−TER119−7AAD−でゲートをかけた後に、CD11c/CD11bで展開し
てAM、Mo、Eo分画とした。さらに、AM分画をCD192 (M1マクロファージ）、CD206
（M2マクロファージ）を検出した。⼀⽅で、F4/80ならびにCD11bを⽤いたAM分画を確
認した。
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図３ TiDW吸⼊暴露後のBALF細胞における免疫細胞分画
A:吸⼊曝露後４週におけるBALF細胞における各種免疫細胞分画
B:吸⼊曝露後８週におけるBALF細胞における各種免疫細胞分画
結果（%）=平均値±SD (n=4~5/group)

Control
TiDW



 56 

  

4w 8w
0

20

40

60

80

100

F4/80

Po
sit

iv
e 

ce
lls

  (
 %

 )
Po

sit
iv

e 
ce

lls
  (

 %
 )

Po
sit

iv
e 

ce
lls

  (
 %

 )
Po

sit
iv

e 
ce

lls
  (

 %
 )

FTL-300

4w 8w
0

20

40

60

80

100

AM

4w 8w
0

10

20

30

Monocytes

4w 8w
0

2

4

6

8

10

Eosinophils

○ Control

図４
Po

sit
iv

e 
ce

lls
  (

 %
 )

Po
sit

iv
e 

ce
lls

  (
 %

 )
Po

sit
iv

e 
ce

lls
  (

 %
 )

○
□

4w 8w
0

20

40

60

80
CD11b+ in F4/80+

4w 8w
0

20

40

60

80
CD192+ in 4/80+

Not tested

4w 8w
0

20

40

60

80
BCD206+ in 4/80+

FTL-300
○ Control

図４ TiDW吸⼊暴露後のBALF細胞中の免疫細胞の経時的変化
吸⼊曝露後４週、８週におけるBALF細胞中における各種免疫細胞およびマクロファー
ジ分画の経時的変化を⽰す。
結果（%）=平均値±SD (n=4~5/group)

Control
TiDW

Control
TiDW



 57 

  

4w 8w
0

20

40

60

80

100

BALF CD54

*

Po
si

ti
ve

 c
el

ls
 

in
 F

4/
80

+
ce

lls
  (

 %
 )

Alive & single & CD45.2+ cells

CD54+

CD136+

CD136+CD54+

図５

4w 8w
0

2×104

4×104

6×104

8×104

1×105

CD54+ 

G
eo

 M
FI

BALF

FTL-300
○ Control

A

B C

CD54/ICAM-1

Po
sit

iv
e 

ce
lls

 
in

 F
4/

80
+

ce
lls

  (
 %

 )

4w 8w
0

20

40

60

80

100

BALF CD136

Po
sit

iv
e 

ce
lls

 
in

 F
4/

80
+

ce
lls

  (
 %

 )

4w 8w
0

20

40

60

80

100

BALF CD136+CD54+

FTL-300
○ Control

D E

図５ TiDW吸⼊暴露後のAMにおけるCD54及びCD136発現
A:BALF細胞を⽤いたCD54及びCD136発現解析に関してのgating strategy

B:吸⼊曝露後４週、８週におけるAMにおけるCD54発現
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C:吸⼊曝露後４週、８週におけるAMにおけるCD54発現
結果 (mean fluorescence intensity/MFI)=平均値±SD (n=4~5/group)

D:吸⼊曝露後４週、８週におけるAMにおけるCD136発現
結果（%） =平均値±SD (n=4~5/group)

E:吸⼊曝露後４週、８週におけるCD136+CD54+AM
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図７ RAW264.7細胞へのT-CNT曝露による変化
RAW264.7細胞にT-CNT(125 ng/ml)を添加し、２４時間後に細胞を回収した。
A:トリパンブルー染⾊処理を施された細胞を顕微鏡にて観察。T-CNT線維が観察される。
B:⾃動細胞計測装置にて細胞直径を計測した。
結果 (μm)=平均値±SD (triplicate), ***p < 0.00005
C:細胞のviabilityをトリパンブルー染⾊によって⾃動細胞計測装置で判定した。
結果 (％)=平均値±SD (triplicate), ***p < 0.000005
D:MMP-12 mRNA発現を定量RT-PCR法にて評価した。
結果 (対照処理細胞に対する相対値)=平均値±SD (triplicate), ***p < 0.005
A~Dの結果は同様の実験を3回実施し、再現性を確認している。
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RAW264.7細胞にT-CNT(125 ng/ml)を添加し、２４時間後に培養上清をNIH3T3細胞の培
養液の1/2相当に添加し２４時間後のNIH3T3細胞を回収し、各種遺伝⼦プライマーを
⽤いてmRNA発現を定量RT-PCR法にて検討した。
結果 (対照処理細胞に対する相対値)=平均値±SD (triplicate), *p < 0.05, **p < 0.005, ***p 
< 0.0005 同様の実験を3回実施し、再現性を確認している。
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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） 
ナノマテリアルの短期吸入曝露等による免疫毒性に関する 

in vitro/in vivo 評価手法開発のための研究 
 

令和２年度 分担研究報告書 
 

in silico 評価系に関する研究 
研究分担者 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 

 
A. 研究目的 
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や、有害性を

示すような物理化学的性状の特徴を見出

すことが必要とされる。諸外国ではナノマ

テリアルの規制への枠組みが進められて

いるが、国内では未だ整備が進んでいない。 

二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NP）は、化

粧品の日焼け止めや顔料の他、塗料や繊維

やインキ、食品添加物など幅広く使用され

ている。TiO2の材料は、平均一次粒子径が

200－400nmや、100nm以下の粒子体（TiO2 
NP）がある。また、TiO2の結晶構造は、ア

ナタース型とルチル型の2種類が存在し、さ

らに材料の種類によってはアナタース型と

ルチル型の混合型を有するのもある。これ

まで、TiO2 NPの結晶構造や、粒子径、表面

積などでin vitro/in vivo試験による毒性の違

いについては議論されてきている。しかし、

物理化学的性状は一部のデータ情報のみで

あり、詳細な物理化学的性状と有害性情報

（毒性）との関連性はあまり分かっていな

い。さらに、TiO2 NPsの毒性試験結果の報

研究要旨 
本研究では、短期吸入曝露された各種ナノマテリアル（NMs）の免疫系に与える影

響について in vitro/in vivo 試験の連携体制による毒性メカニズムの解明と評価系の開

発と共に、得られた知見を基に各種 NM の短期吸入曝露による毒性発現の毒性発現経

路（AOP）および in vitro 試験法の確立と将来的な OECD ガイドライン化を目指すた

めの基盤的知見の収集を目的とする。令和 2 年度は、6 種の二酸化チタンナノ粒子を

対象化合物（TiO2 NPs: MT-150A, MT-500B, AMT-100, TKP-102, AMT600, TiDW）として

物理化学的性状（物性）の測定および各種 in vitro/in vivo 試験の有害性情報の情報収

集・整理を行う。更に、物理化学的性状の特性評価や、ナノマテリアルの物性と THP-
1 細胞に与える影響の関連性解析および評価として、物理化学的性状データと有害性

（毒性）データとの関連性解析を実施し、in silico 評価系に資する解析手法の確立と毒

性メカニズムの予測を目指す。 
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告件数が未だ少ないことから、より多くの

データを収集・整備していく必要がある。 
本研究では、短期吸入曝露された各種

NMの免疫系に与える影響について、 in 
vitro/in vivo試験法研究の連携体制による毒

性メカニズムの解明と評価系の開発を行

い、得られた知見を基にin vitro試験法の確

立と将来的なOECDガイドライン化を目指

すための基盤的知見の収集を目的とする。

令和2年度は、対象化合物は6種の二酸化チ

タンナノ粒子（TiO2 NPs: MT-150A, MT-
500B, AMT-100, TKP-102, AMT600, TiDW）

とし、物理化学的性状（物性）・有害性情

報の収集・情報整理を行った。二酸化チタ

ンナノ粒子の情報収集源については、物理

化学的性状は化学分析の測定を実施し、収

集した。さらに、本研究班で今年度実施さ

れたin vitro試験でのh-CLAT試験法による

毒性試験結果や、厚生労働科学研究成果デ

ータベースMHLW GRANTS SYSTEM へ
の公表分についても収集・整理した。その

後、ナノマテリアルの物性とTHP-1細胞に

与える影響の関連性解析および評価とし

て、解析に資する物性データと有害性デー

タは、多変量解析法による関連性解析にて

検証した。 
 

B. 研究方法 
今年度の本研究で実施する対象化合物は

6種の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs: 
MT-150A, MT-500B, AMT-100, TKP-102, 
AMT600, TiDW）とした（Table 1）。 

 
【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 について測

定・収集・整理した。 

 有害性情報データは、本研究班で今年度

実施された6種の二酸化チタンナノ粒子

によるin vitro試験でのh-CLAT試験法に

よる毒性試験結果の他、厚生労働科学研

究成果データベースMHLW GRANTS 
SYSTEMで公表された二酸化チタンナ

ノ粒子の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

論文の公表分（in vitro試験結果：細胞毒

性試験、遺伝毒性試験等のEC50値等、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

効果等）を調査対象情報源とし、収集・

整理した。（Table 2） 
 

【物理化学的性状の分析対象項目】 
 成分分析（化学分析）：蛍光 X 線法によ

る定性分析（対象元素：Na～U：下限

0.1%）(Table 3)、ICP 発光分光分析法に

よる定量分析（対象元素：Fe、Si、P、Al、
Cr、Zr、Ca、Mg、Ti、Ce、Nb：下限 0.01%、

Si・P は 0.05%）、原子吸光分析法による

定量分析（対象元素：Na、K：下限 0.01%）、

燃焼－赤外線吸収法による定量分析（対

象元素：S、下限 0.01%） 
 
 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（Table 4） 
 
 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

（Figure 1） 
 
【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】 
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収集した情報について MS-Excel のデー

タシートにて作成した。有害性情報に関し

ては、今後、HESS DB(「有害性評価支援シ

ステム統合プラットフォーム（Hazard 
Evaluation Support System Integrated Platform、

通称：HESS）:ラットを対象（今回はマウス

も対象）とした化学物質の反復投与毒性試

験データ及び毒性にかかわる作用機序情

報などを集積した毒性知識情報データベ

ース」)に搭載できるように形式を整理し作

成した（Table 7）。 
 
【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 SIMCA17 (Umetrix 社製)で以下

の解析を実施した。これらの解析を行うこ

とにより物質間の類似性や有害性（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。 
 
 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（Figure 2A, 2B） 
 
 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 h-CLAT 試験

法毒試験結果のデータとの関連性につ

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（Figure 3A, 3B, 
3C） 

 
 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（h-
CLAT 試験法毒性試験結果）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。 
 
 収集したデータに基づく in vivo 試験結

果（腹腔内投与毒性試験・皮膚毒性試験

結果）のデータについて PCA 法による

検体間の傾向を検証した。（Figure 4A, 
4B, 4C） 

 
 in vitro 試験の h-CLAT 試験法毒性試験

結果のデータと in vivo 試験毒性試験結

果との紐付けの解析法の実施（Figure 5A, 
5B） 

 
 ①物性⇔②in vitro 毒性試験結果⇔③in 

vivo 毒性試験結果について、MOCA
（ Multiblock Orthogonal Component 
Analysis）による 3 ブロックの統合解析

を実施し、共通する変動の変数について

探索した（予試験）。 
 
 MOCA 法：O2PLS の改良版で、同じサ

ンプルに対し複数の分析方法で得られ

た 2 つ以上のブロックデータを統合解

析する。得られた全ブロックデータで共

通の変動および各ブロックでの固有の

変動を同時に可視化する。 
 
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 30 項目のデータ

を収集した。収集・整理された物理化学的



65 
 

性状データシートおよび in vitro / in vivo 有

害性情報シートは、このあとの多変量解析

のため、以下についてデータマイニングを

実施した。 
- Composition：impurity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。 
- Crystal：Phase, system, size1, size 2 に分

類し定義した。 
- Size1,2：TiDW の needle 状の length

（Vertical x Horizontal）を別々の項目に

て定義した。 
- O（wt%）: TiO2 (％)の値から換算し算出

した。 
- h-CLAT 試験法毒性試験結果：欠損デー

タについては 10000 と定義した。 
- h-CLAT2 試験法毒性試験結果：

negative, positive(semipositive), positive
は、｢0，1，2｣と数値化により定義し

た。 
- in vivo 毒性試験結果（MHLW GRANTS 

SYSTEM）：IgE, IgG1, IgG2 の測定結果

の｢増加、増加傾向、変化なし｣は｢0, 1.5, 
2｣と数値化により定義した。 

 
2. 成分分析（化学分析） 
 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（Table 3）。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）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（Table 
4）。 

 
 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。結果として 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。

また、TiDW の細孔は検出されなかっ

た（Table 4）。 
 
 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（Figure 1）。 
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・ 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。 
 
・ 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。 Figure 1 に親水性お

よび疎水性の傾向をプロットした結果

から、特に、TiDW の浸透速度（青色の

プロット）は、4.9 と高い親水性の傾向

を示した。一方、粉体接触角の結果より、

TiDW、 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。6 検体の中で TiDW は浸

透速度の結果と合わせて最も親水性が

高いと示唆された。 
 
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 6 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（Figure 2A）および、階層

的クラスタリング法（HCA）による類似度

調査の解析を実施した（Figure 2B）。その結

果、全 6 物質の TiO2 NPs の 30 項目につい

てクラスター化し類似性が示された

（Figure 2B）。 

4．in vitro 細胞毒性試験（h-CLAT 試験法

および MHLW GRANTS SYSTEM から

の in vitro 細胞毒性試験報告結果） 
in vitro 細胞毒性試験 (h-CLAT 試験法)

の 6 種の TiO2 NPs の試験報告について収

集・整理した（Table 5）。その結果、TKP-
102、AMT-600 の２物質間では Positive、
AMT-100 、 TiDW の ２ 物 質 間 で は

Semipositive（総合的な判定は Positive だが

Negative の判定項目も有するために不確定

な Positive として扱うことからデータマイ

ニング上、TKP-102、AMT-600 の２物質間

のPositiveと区別をするためにSemipositive
と定義）、MT-150A と MT-500B の 2 物質間

では Negative の結果と判定された。 
一方、MHLW GRANTS SYSTEM を情報

源とした TiO2 NPs の in vitro 細胞毒性試験

結果報告については、1 試験の酸化チタン

の細胞毒性試験（細胞生存率％）および、

1 試験の酸化ストレス測定試験（8-OH-dG
測定）、酸化チタン A.B.C.D の 4 試験の免

疫毒性試験（サイトカイン/アジュバント効

果：IL-1α、IL-1β、1L-6、TNFα）について

収集・整理した（Table 6）。1 試験の前立腺

正常上皮細胞株 RWP を用いた Alamar Blue 
Assay による細胞毒性試験（細胞生存率％）

の結果は、毒性を示さなかった（data not 
shown）。また、1 試験の前立腺癌細胞株

DU145 を用いた酸化ストレス測定試験の

結果は、DNA 付加体形成が認められた

（data not shown）。さらに、Table 6 に示す

ように酸化チタンA.B.C.Dを検体として用

いた 4 試験の免疫毒性試験では、培養ヒト

角化細胞におけるＩＬ-1β、ＩＬ-1α 誘導は

見られなかった（酸化チタン A.B.C）が、

THP-1 マクロファージからの NLRP3 イン

フレマソーム活性を介した IL-1β 産生（酸

化チタン A.B.C）、THP-1 マクロファージか
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らの TNFα、IL-6 分泌（酸化チタン A.B.C）、
THP-1マクロファージからのサイトカイン

放出（酸化チタン A.D）で誘導が見られた。

（酸化チタン A：MT-150A、酸化チタン B：
MT-500B、酸化チタン C：AMT-100、酸化

チタン D：不明） 
 
5．物理化学的性状情報と in vitro 毒性試験

結果（h-CLAT 試験法）の多変量解析に

よる関連性解析 
物性データと in vitro 毒性試験結果デー

タ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

（Figure 3A-C）。 
その結果、Scores plot より横軸の第一主成

分の正の方向（右側）に行くほど Positive の

結果と一致した（Figure 3A）。さらに

Loadings plot から棒グラフで表示させた

Figure 3B より、毒性に関連する変数(物性)
は、正の相関が大きくなるに伴い、毒性の

Positive に関連する変数（物性）が示唆され

た（Figure 3B, 3C）。従って、OPLS 法によ

り第一主成分（横軸）で毒性と関連する物

性項目が探査可能であることが示唆され

た。Loadings plot から棒グラフで表示させ

た Figure 3B から、毒性が Negative である

MT-150A MT-500B に寄与する変数（物性）

（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、Crystal Phase(Rutile)、 
Pore volume(cm3/g)、Ca が挙げられた。ま

た、毒性が Positive な TKP-102 AMT-600 に

寄与する変数（物性）（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、

Crystal Phase(Anatase)、  P が挙げられた

（Figure 3B）。一方、インパクトが大きく、

ばらつきも大きいような、毒性が Negative
に影響している（傾向として高い）変数（物

性）は、Na Porediameter(nm)が挙げられ、毒

性の Positive に影響している（傾向として

高い）変数（物性）は Zr,Nb,Zeta potential(ｍ
V)が挙げられた。（Figure 3C） 
 
6. in vivo 毒性試験（MHLW GRANTS 

SYSTEM からの in vivo 毒性試験報告結

果） 
MHLW GRANTS SYSTEM から収集され

た TiO2 NPs の in vivo 毒性試験報告結果に

ついては、肺への影響をエンドポイントと

した 4 試験の吸入暴露試験、9 試験の気管

内投与試験、3 試験の腹腔内投与試験、2 試

験の胸膜腔内投与試験データについて、

HESS 搭載用に収集・整理した（Table 7）。
その他、免疫毒性試験でのサイトカイン_
アジュバント効果をエンドポイントとし

た腹腔内投与試験、経皮適応、経口投与試

験データの合計 9 試験について収集・整理

した（Table 6）。 
 
 反復投与吸入毒性試験結果 

反復投与毒性試験（吸入暴露および気

管内投与試験）の有害性情報は、Taquann
法による吸入暴露試験が 4 試験、気管内

投与試験が 9 試験の毒性試験データの

結果について収集した。これらの収集項

目では、試験種類、動物種、試験条件（約

28 項目）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（約 511 項目）の合計

約 539 項目について調査し、収集・整理

を行った（Table 7）。 
その結果、MT-500（ルチル型、粒子径：

35 nm）B は 2 試験実施されていた。そ

のうちの 1 試験では、C57BL/6NcrSlc、
野生型、p53+/-マウス（5 回 (2h/day, 合
計 10h)への全身吸入暴露直後のマウス
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肺には、細気管支の気管支上皮に接する

ように、微細な粒状物質を貪食したマク

ロファージを認めた。さらに CC-10 の

免疫染色で CC-10 陽性のクララ細胞の

増殖を伴い、粒状物質は CD68 陽性の活

性型マクロファージに貪食されている

ことを確認した。暴露終了後 13 週目の

肺では肉眼的に顕著な変化は見られず、

また、病理組織学的にも変化に乏しく、

酸化チタンの全身吸入暴露による影響

はほとんど認めなかったが、限局的に肺

胞の線維化を伴うリンパ球の集簇像を

認め、小肉芽腫様変化と考えた。同部位

は CC-10 陽性の細胞に変化は見られず、

SPC 陽性の二型肺胞上皮細胞増生が見

られた。また、CD68 陽性の活性型マク

ロファージの集簇像も認めた。ただし、

これらの変化はごく限局的に認められ

たのみであり、酸化チタンの全身吸入暴

露後 13 週での変化としては極軽微な変

化であった。 
AMT-600（アナターゼ型、粒子径：6 

nm ）は 1 試験実施されており、

C57BL/6NcrSlc マウス（5 回 (2h/d, 1 回

/w, 合計 10h）への T- TiO2の組織負荷量

の 肺 負 荷 量 で は 曝 露 直 後 で 
150.11±9.05 μg/g; 1 週目 : 112.47±13.94 
μg/g; 4 週目 63.05±7.21 μg/g; 8 週目 : 
25.85±11.36 μg/g (8 週後の負荷量は約

1/6 の減衰傾向)、縦隔負荷量では TiO2 
の負荷は認められなかった。肺組織負

荷量の測定結果から、本実験の吸入曝

露条件では、マクロファージの運動機

能についての影響はみられていないと

考えられた。病理組織学的検査では、曝

露終了日（0 週）から曝露終了後 8 週
までいずれの解剖期にも毒性病変を認

められなかった。BALF 塗抹細胞の百

分比では、各群の０、1、4 週での BALF 
塗抹細胞はほとんど全てがマクロファ

ージであり、T- TiO2 曝露群 4 週でマク

ロファージの他に単球 0.4%、リンパ球 
0.1%であった。BALF 塗抹肺胞マクロフ

ァージにおける検体の貪食率では、0 週

から 4 週までほとんどすべての肺胞マ

クロファージが検体粒子を貪食してい

たと述べられていた。 
MT-500B、AMT-600 ともに、肺胞マク

ロファージの影響による増加はみられ

たが、全身吸入暴露による顕著な病変へ

の影響は認められなかったと述べられ

ていた。 
 
 免疫毒性試験 

① 腹腔内投与試験 
抗原腹腔内投与によるマウス感作にお

けるアジュバント効果の検討[平成 26 
年度：掲載報告書 No.201624004B および

201428014A]】 
 

試験検体 
・ 酸化チタン MT-150A（ルチル型、粒子

径：15 nm） 
・ 酸化チタン MT-500B（ルチル型、粒子

径：35 nm） 
・ 酸化チタン AMT-100（アナターゼ型、

粒子径：6 nm）  
 
モデル抗原（卵白アルブミン；OVA、

20 μg）及び酸化チタン（2mg あるいは

10mg）を生理食塩水 300 μL に懸濁し、

BALB/c マウス（雌性、7 週齢、1 群 5 匹）

に腹腔内投与した（1 次免疫）。14 日後に

再度投与し（2 次免疫）、翌日に血液を採

取して、血清中の OVA 特異的 IgE 及び

IgG1 抗体を ELISA 法で測定した。試験
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結果は、3 種の酸化チタン（MT-150A、

MT-500B、AMT-100）とも、陽性対照ア

ジュバントとして用いた Alum と同様に、

OVA 特異的な IgE 及び IgG1 抗体の産

生を用量依存的に増強すると述べられ

ていた。 
 
② 経皮適用試験 
抗原経皮感作時の共存効果の検討[平成

26-28 年度：掲載報告書 No.201624004B
および 201428014A]】 
 
試験検体 
・ 酸化チタン MT-150A（ルチル型、粒子

径：15 nm） 
・ 酸化チタン MT-500B（ルチル型、粒子

径：35 nm） 
・ 酸化チタン AMT-100（アナターゼ型、

粒子径：6 nm）  
 

モデル抗原 OVA(1-2μg)及び酸化チタ

ン (12.5 ng-1.25 mg) の混合懸濁液を

BALB/c マウス（7 週齢、1 群 5 匹）に経

皮感作し、血液を採取して、血清中の

OVA 特異的 IgE 及び IgG1抗体をELISA
法で測定した。試験結果は、粒子径が最

も小さい酸化チタン AMT-100（6 nm、ア

ナターゼ型）では、OVA 貼付時に 125 ng 
を添加した場合に、抗原特異的抗体産生、

アレルギー反応惹起時の体温低下、アナ

フィラキシースコア、血中ヒスタミン濃

度の全てにおいて、OVA 単独群と比較

して有意な増大が見られた。酸化チタン

MT-150A（15 nm、ルチル型）では、OVA 
貼付時に 12.5 μg を添加した場合に、ア

レルギー反応惹起時の体温低下及びア

ナフィラキシースコアにおいて、OVA 
単独群と比較して有意な増大が見られ、

抗体産生や血中ヒスタミン濃度におい

ては増大する傾向が見られた。また、1.25 
μg 、125 μg を添加した場合にも同様の

傾向が見られた。一方、粒子径が最も大

きい酸化チタン MT-500B では、どの用

量の場合も有意な変化は見られなかっ

た。これらの結果より、酸化チタンナノ

マテリアルが抗原タンパク質の経皮感

作を増強すること、また、この効果は粒

子径に依存する（粒子径が小さい方が効

果が大きい）こと、結晶構造（ルチル型、

アナターゼ型）による顕著な差は見られ

ないと述べられていた。 
 
今回、MHLW GRANTS SYSTEM から収

集された TiO2 NPs の in vivo 毒性試験報告

結果の肺への影響をエンドポイントとし

た有害性情報について、今年度に実施した

TiO2 NPsの6検体のうち2検体（MT-500B、
AMT-600）が同一検体で試験されていたが、

解析用データには検体数が少ないため

（n=3 以上）適応できなかった。従って、

in vivo の免疫毒性試験の予試験的な解析に

は、今年度に実施した TiO2 NPs の 6 検体の

うち 3 検体（MT-150A、MT-500B、AMT-600）
が同一検体であったマウスを使用した腹

腔内投与試験と皮膚適応の上記 2試験につ

いて収集した in vivo の免疫毒性試験結果

の解析用データに適応した。 
 
7. in vivo 試験結果について PCA 法によ

る検体間の傾向についての多変量解析 
MHLW GRANTS SYSTEM から収集され

た TiO2 NPs の in vivo 免疫毒性試験報告結

果（免疫毒性試験データ）について、6 検

体の TiO2 NPs のうち 3 検体（MT-150A MT-
500B AMT-100）の結果が得られていたこと

から、物性および in vivo 試験結果の共通の
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解析用検体として選択し、まず免疫毒性試

験データだけを PCA 法により検体間の傾

向を検証した（Figure 4）。 
一方、in vitro 試験による h-CLAT 試験法

の結果から、AMT-100 は、Semiposi（MT-
150A MT-500B：Negative）であることから、

in vivo 免疫毒性試験データからの PCA 法

で照らし合わせると、第 2主成分（縦方向）

で毒性の相関がみられた（Figure 4A）。

Figure 4B の loadings plot から、第 2 主成分

の 正 に 相 関 （ 左 上 部 分 ） す る

IgE_OVA2_125ng と IgG1_OVA2_125ng の

２つの変数が、毒性の Positive に寄与して

いることが示唆された。また、Figure 4C に

示されるように、同じく正に相関している

（ 右 上 の ） IgE_OVA2_12.5ng と

IgG1_OVA2_12.5ng の２つの変数に関して

は、AMT100 と MT150A の２検体に共通に

上がってきていることが示された。従って、

低濃度（12.5ng）の投与では、AMT100 と

MT150A の２検体間で、 IgE_OVA2 と

IgG1_OVA2 が上がり（Figure 4C）、さらに

10倍濃い濃度（125ng）の投与では、AMT100
のみ毒性がでていることが示唆された

（Figure 4B）。従って、h-CLAT 試験法の結

果 と 比 較 す る と AMT100 は Positive
（Semipositive）な傾向であることから、in 
vivo 免疫毒性試験データからの PCA 法の

結果から IgE_OVA2 と IgG1_OVA2 が、h-
CLAT 試 験 法 の 毒 性 結 果 の Positive
（Semipositive）に寄与する変数であること

が推察された。 
従って、次の 8．で h-CLAT 試験法の毒

性結果データと紐付ける解析をすること

で検証した。 
 
 
 

8．in vitro 試験の h-CLAT 試験法毒性試験

結果と in vivo 試験の毒性試験結果との

関連性（紐付け）解析（OPLS 法） 
in vitro 試験の h-CLAT 試験結果は、デー

タマイニングより、0，1，2 と数字が高い

と Positive に相当するように定義した（h-
CLAT2）。前述の 7.で in vivo 試験による免

疫毒性試験データの PCA 法による解析結

果 か ら 、 IgE_OVA2_125ng と

IgG1_OVA2_125ngが h-CLAT試験結果と正

の相関を持つことが推測されたことから、

in vitro 試験の毒性試験結果データ（h-
CLAT2）を Y 変数として、in vivo 試験結果

データ（投与条件）を X 変数とした OPLS
法の実施により、in vitro/in vivo 毒性試験結

果間の関連性について検証した(Figure 5A, 
5B)。 
解析結果より、Figure 5A の Scores plot で

第一主成分の正の相関が毒性の Positive に

寄与していることが示唆された。そこで、

Loadings plot で表示させると、横軸で正の

相関（毒性が Positive）のある変数（投与条

件 ） は 、 IgE_OVA2_125ng と

IgG1_OVA2_125ng であることが示唆され

た（Figure 5A）。さらに Lodings plot の棒グ

ラフで寄与している変数（投与条件）につ

いて詳細をみるとエラーバーが大きいが

インパクトのある 2 変数（IgE_OVA2_125ng
と IgG1_OVA2_125ng）が、毒性の Positive
と正の相関を持つ傾向であることが示唆

された（Figure 5B）。一方、横軸で負の相関

（左側）の変数（IgE_OVA20-2、IgE_OVA２

-125 μg、IgG1_OVA２-125 μg、IgE_OVA２-
12.5 μg、IgG1_OVA２-12.5 μg、IgE_OVA２

-1.25 μg、IgG1_OVA２-1.25 μg）の値が大き

くなると毒性のNegativeな結果になる傾向

であることが示唆された（Figure 5B）。 
従って、毒性が Positive に寄与する投与量
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は、インパクトが大きくエラーバーが小さ

い 2 変 数 （ IgE_OVA2_125ng と

IgG1_OVA2_125ng）がマーカとして挙げら

れ、in vivo の免疫毒性試験では、この変数

の上がり下がりを見ることで、毒性が

Positive になる傾向があると考えられた。 
 
9．①物性⇔②in vitro 毒性試験データ⇔③

in vivo 免疫毒性試験データ（腹腔内投

与毒性試験・皮膚毒性試験の 2 試験結

果）について、MOCA（Multiblock 
Orthogonal Component Analysis）による

3 ブロック間の統合解析の実施と共通

変動の変数の探索（予試験） 
MOCA 法は、同じサンプルに対し複数

の分析方法で得られた 2つ以上のブロック

データを統合解析できる。また、全ブロッ

クで共通の変動、各ブロックでの固有の変

動について同時に可視化を可能とする解

析手法である。in vivo 免疫毒性試験で使用

した検体は MT-150A、MT-500B、AMT-100
の 3 検体であったことから、MOCA 法によ

る解析は、この 3 検体に絞っての 3 ブロッ

ク間の統合解析の実施と、共通変動の変数

を探索した。 
解析結果は、Figure 6A の Scores plot で、

まず 3 ブロック其々に Scores プロットが

作成され、Scores plot の凡例（単位）は

tj(avg)[1]は average（平均）で表示されて

いることから、3 ブロック其々に Scores 
plot の重ね合わせの結果の MOCA 法によ

る Scores plot となる（Figure 6A）。しか

し、Figure 6A の loadings plot および Figure 
6B の Score Correlation Matrix の結果か

ら、in vivo 試験の免疫毒性結果が計算さ

れなかった。これは in vivo 毒性試験結果

と共通で相関しているところが示され

ず、物性と in vitro 毒性試験結果の関連性

のみが見出されたと考えられた（in vitro
との共通な部分が見つけられなかったの

で、成分として抽出されなかった）。

Figure 6C に示される Joint components と 3
ブロック間の R2X から、第一主成分

（Joint components 1 の R2X）では物性と

in vitro 毒性試験結果は、累積指数が 0.733
の 0.67 となり、相関がみられたものの、

in vivo(皮膚_毒性)の累積指数は、「---」と

表示され、相関がなかったことを示唆し

た。一方で、下段の unique component 1 は

in vivo 免疫毒性試験データのみ 71％と計

算されてきたことから、in vivo 免疫毒性

試験データは、（かなり）独立しているこ

とが示唆された。従って、①物性⇔②in 
vitro 毒性試験データ⇔③in vivo 免疫毒性

試験データの 3 ブロック間では、in vivo
免疫毒性試験データは独立して変動をし

ていると推察された。 
 

10．HESS DB 搭載のための情報整理およ

びデータシートの作成 
HESS 搭載用に規格化されたシートをひ

な形として用いて今回情報収集した TiO2 
NPs のデータコンテンツに特化した項目を

追加した。その結果、実施期間、被験物質、

試験動物、試験条件情報等について約 28項
目と、毒性試験結果情報（NOEL、LOEL）
血液学的検査、生理学的検査、尿の一般検

査、病理組織学的所見等の約 511 項目につ

いて、新たな規格データシートを作成した

（Table 7）。 
 

D. 考察 
成分分析の定性分析による Ce の検出は、

定量分析結果から偏析の可能性として考

えられた。Nb(ニオブ)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
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含まれている情報から、本試験結果と一致

し二酸化チタンナノ粒子そのものに含有

していたものではないことがわかった。ま

た、TiDW に関して細孔が検出されなかっ

た理由は、針状の形状によるものと考えら

れた。一方で、検出された細孔については

微粒子の凝集による空壁である可能性も

考えられた。TiDW は、他の検体に比べて、

ばらつきが大きかったが、その原因（要因）

として、検体調整で一様の状態の作成が難

しくダマができやすい様子がみられ、針状

結晶で圧縮成形のばらつきが発生してい

ることが示唆された。 
6 種の TiO2 NPs の物性データの階層的ク

ラスタリング解析では、大きく 3 ブロック

でクラス分類された。また、３つのクラス

分類された結果と in vitro 毒性試験結果（h-
CLAT 試験法結果）との比較では、毒性結

果との関連性は見いだせなかった。そこで、

物性データと有害性データとの関連性に

ついて調べるため、6 種の TiO2 NPs につい

て収集した物性データと in vitro 毒性試験

データ（h-CLAT 試験法結果）を用いて、

OPLS 法による多変量解析を実施した。そ

の結果、毒性と関連する変数（物性項目）

が横軸から探査可能であることが示唆さ

れた。さらに解析を進めた結果、毒性に寄

与する変数（物性項目）として、毒性が

Positive な結果に関連する相関の強い変数

（物性項目）は、Crystal Phase (Anatase)、 P、 
Zr、Nb、Zeta potential (mV)、一方、毒性が

Negative な結果に関連する相関の強い変数

（物性項目）は、Crystal Phase (Rutile)、 Pore 
volume (cm3/g)、Ca、Na、Porediameter (nm) 
となり、毒性が Positive および Negative に

対する相関の高い主な物性項目の組み合

わせとして挙げられた。毒性が Positive で

ある物性項目の組み合わせから、結晶形態

の Anatase 型は Rutile 型よりも毒性情報と

して比較的報告があることや、impurity の

量、一次粒子径よりも分散性に伴う二次粒

子径の影響が毒性に寄与していることを

反映していると考えられた。 
次に、in vitro 試験の毒性試験データと in 

vivo 試験の毒性試験データとの関連性解析

（紐付け）を行うため、Y 変数を h-CLAT
試験法データ（h-CLAT2：数値化したもの）、

X 変数を in vivo 毒性試験データとして 
OPLS 法にて検証した結果では、in vitro 毒

性試験結果に関連する相関の高い in vivo毒
性結果が導き出された。従って、本解析法

により in vitro／in vivo の毒性試験結果との

紐付けが可能であることが示唆されるも

のであった。さらに、本解析結果は、in vivo
毒性試験データのみの PCA 法による解析

でも同様の傾向が得られていることから、

本手法の有用性を証明するものであった。 
MOCA 法はマルチブロック解析により

全ブロック間で共通している部分だけを

抽出してくる手法である。一方で、in vitro
の h-CLAT 試験法の結果と in vivo の毒性

試験結果の関連性については OPLS 法に

より検証されたにもかかわらず、MOCA
法ではこの情報が計算過程で埋もれてし

まっていた。この要因として、今回、物

性のデータが一番確からしくでているこ

とより、物性のデータにかなりひっぱら

れていたと考えられた。さらに、in vivo
毒性試験結果での PCA 法の解析結果を見

直すと、全体的にばらつきが大きかった

要因もあり、MOCA 法による解析でこの

ような部分の影響が計算過程で埋もれて

しまったものと考えられた。 
 
E. 結論 

6種の二酸化チタンNMについて、物性は
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成分分析と細孔分布・比表面積測定の実施

により、各種二酸化チタンナノ粒子のナノ

特異的な物性を明らかにした。二酸化チタ

ンナノ粒子の有害性情報に関するin vitro毒
性試験データは、OECDテストガイドライ

ン法h-CLAT試験において6種の二酸化チタ

ンナノ粒子のTHP-1細胞を用いた細胞生存

率、CD86およびCD54発現に与える影響の

結果について纏めた。in vivo有害性情報は、

二酸化チタンナノ粒子のこれまで厚生労働

科学研究で実施された結果（厚生労働科学

研究成果データベースMHLW）や、公開さ

れた文献等から取得した。特に、肺に炎症

所見のある試験結果については、HESSデー

タベースへの搭載用にデータシートへ纏め

た。その後、これらの収集した物性やin 
vitro/in vivoの有害性の収集データについて

は、解析用データに整理・データマイニン

グし、物性についての特性解析、物性と有

害性データとを紐づける関連性解析、in 
vitro/in vivo毒性試験間での毒性を紐づける

関連性解析、物性/in vitro毒性試験結果/in 
vivo毒性試験結果の3ブロック間の共通解

析を実施した。その結果、有害性評価に鍵

となる物理化学的性状の組み合わせや

様々な多変量解析手法の有用性が見出さ

れた。今回のMOCA法による解析では、in 
vivo毒性試験結果の相関が見いだせなかっ

た。これは、計算過程でインパクトの強い

物性データに引っ張られてしまったと考え

られた。物性とin vitro毒性試験結果の関連

性については、これまで解析でされてきて

いたように、説明（計算）がされやすいこ

とが示唆され、MOCA法では、物性とin vitro
毒性結果の関連性の解析部分が、やはり一

番に相関として見出されたものであった。

従って、相関が見つけにくいin vivo毒性試

験結果については計算されてこなかったこ

とから、本試験解析結果で記載した3.から8.
の解析手順で丁寧に作成モデルを検証し追

っていくことが重要であると結論づける。 
 
G. 研究発表 
G.1. 論文発表 

該当なし 
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1) 大野彰子，渡邉昌俊，広瀬明彦：多変
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性評価手法の開発，第 47 回日本毒性
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3) Fukuhara K, Ohno A: Generation of 
reactive oxygen species following 
photoirradiation of nitromusks, 260th ACS 
National Meeting (August 16-20, 2020, 
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会（2021. 3.18-3.21, web 開催） 
7) Iijima K, Nishida A, Ohno A, Hirose 

A, Ashikaga T: Comparison of 
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Silver Nanoparticles and Silver Ions 
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Table 1  Surveyed substances: Titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs). 

 

 

 

Table 2   Target materials (TiO2 NPs) collected from database of the MHLW GRANTS SYSTEM. 

 

 

 

 

  

NM Crystal type Crystal system Crystal size Surface coating
Composition
（TiO2, %）

MT-150A Rutile tetragon 15 uncoating 92.9
MT-500B Rutile tetragon 35 uncoating 99.5
AMT-100 Anatase tetragon 6 uncoating 86.9
TKP-102 Anatase tetragon 15 uncoating 97.5
AMT-600 Anatase tetragon 30 uncoating 97.5

TiDW Rutile needle 5.15x0.27 uncoating 100

研究対象

ナノマテリアル

-   平成26 (2014) - 28 (2016) 年度_201624003B
総合研究報告書

-   平成26 (2014)_ 201428013A総括 TiO2 (MT-500B)

-   平成27 (2015)_ 201524009A総括

-   平成28 (2016)_ 201624003A総括

-   平成29 (2017) 年度_201725011A総括

-   平成30 (2018)年度_201825007A総括 TiO2 (AMT-600)

- 平成27 (2015) - 29 (2017) 年度_ 201725017B総合

研究報告書

チタン酸カリウムTiO2 (anatase型
及びrutile型)

- 平成27 (2015) 年度_ 201524021A総括

- 平成28 (2016) 年度_ 201624019A総括

- 平成29 (2017) 年度_ 201725017A総括

- 平成29 (2017) - 令和元 (2019) 年度_ 201924002B
総合研究報告書

- 平成29 (2017) 年度_201723022A総括 TiO2

- 平成30 (2018) 年度_201823008A総括

- 令和元 (2019) 年度_ 201924002A総括
- 平成26 (2014) - 平成28 (2016) 年度_ 201624004B
総合

TiO2

- 平成26 (2014) 年度_201428014A総括

- 平成27 (2015) 年度_201524010A総括

- 平成28 (2016) 年度_201624004A総括

- 平成30 (2018) 年度_201825013A総括

- 令和元 (2019) 年度_201926009A総括
TiO2 (MT-150A、MT-500B、AMT-

100、TKP-102、AMT-600)

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

渡邉昌俊

食品用途となるナノマテリア
ルの暴露による毒性評価に関
する研究

小川久美子

抗原性物質への免疫応答に対
するナノマテリアル経皮曝露
の影響に関する評価手法の開
発研究

安達玲子

ナノマテリアル曝露による慢
性及び遅発毒性評価手法の開
発に関する研究

広瀬明彦

ナノマテリアルのヒト健康影
響の評価手法に関する総合研
究 - 全身暴露吸入による毒性

評価研究 –

今井田克己

ナノマテリアルの吸入曝露に
よるヒト健康影響の評価手法
に関する研究-生体内マクロ

ファージの機能に着目した有
害性カテゴリー評価基盤の構
築

相磯成敏

研究課題名 代表 研究報告書等
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Table 3  Results of X-ray fluorescence analysis using TiO2 NPs (estimated presence ratio). 

 
Table 4   Results of multipoint BET nitrogen adsorption analysis using TiO2 NPs. 

 
 

Table 5 Results of the h-CLAT test using TiO2 NPs. 

 

注釈 1：陰性の場合、欠損値として 10000 を入力 

注釈 2：AMT100, TiDW は Positive の判定だが Negative な要素もあることから解析データで

区別のため Semipositive と記載 

  

MT-150A MT-500B AMT-100 TKP-102 AMT-600 TiDW

h-CLAT 判定 h-CLAT Negative Negative
Positive

(Semipos
itive)

Positive Positive
Positive

(Semipos
itive)

EC200 (CD54発現濃度閾
値)(ug/mL)

EC200 10000 10000 7.81 11.95 18.36 10000

CD54の相対発現量の最大値
（％）

CD54Max 112.39 246.36 204.65 295.81 224.05 183.66

CD54の相対発現量の最大値を
とった濃度における生存率(%)

CD54MaxSR 96.27 96.5 96.05 96.41 96.31 95.9

CD54の相対発現量の最大値を
とった濃度(ug/mL)

CD54MaxC
onc

31.25 250 7.813 2000 125 7.813

EC150 (CD86発現濃度閾
値)(ug/mL)

EC150 10000 10000 10000 831.44 10000 177.73

CD86の相対発現量の最大値
（％）

CD86Max 120.06 141.34 116.72 157.15 127.71 144.31

CD86の相対発現量の最大値を
とった濃度における生存率(%)

CD86MaxS
R

96.15 96.4 96.05 94.59 96.18 94.92

1000ug/mLにおける生存率(%) 1000SR 94.6 96.95 97.11 95.36 98.26 94.27
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Table 6  Results of in vitro and in vivo immunotoxicity studies with endpoints of cytokine adjuvant 

effects collected from database of the MHLW GRANTS SYSTEM. 

 
↑: 増加、(↑): 増加傾向、→: 変化なし、- : 測定対象外 
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Table 7 HESS database sheet 
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Figure 1  Results of permeation velocity and contact angle measurements using TiO2 NPs 

(hydrophilic and hydrophobic trends). 

 

 

 

Figure 2A  PCA based on data of physicochemical properties of TiO2 NPs. 
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Figure2B  Dendrogram for PCA based on data of physicochemical properties of TiO2 NPs.  
 

 
 

Figure 3A  Results of OPLS analysis of the relationship between data of physical properties and in 

vitro toxicity test results (h-CLAT) among TiO2 NPs. 
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Figure 3B, 3C  Results of OPLS analysis（loading plot）of the relationship between data of physical 

properties and in vitro toxicity test results (h-CLAT) : calculation of variables (physical properties) 

contributing to toxicity by bar graphing of loading plots. 

 

3B) インパクトが大きく、エラーバーが小さい物性↓ 

 

 

3C) インパクトおよびエラーバーが大きい物性↓ 
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Figure 4 PCA results of in vivo toxicity test results data between three TiO2 NPs (MT-150A MT-

500B AMT-100) collected from database of the MHLW GRANTS SYSTEM. 

 

4A) 

[Scores plot]                               [Loadings plot] 

 

 

4B) 

Loading Plot: IgE_OVA2_125ng と IgG1_OVA2_125ng 
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AMT100 だけに寄与している変数（投与条件） 

 

4C) 

Loading Plot: IgE_OVA2_12.5ng と IgG1_OVA2_12.5ng 

 
AMT100 と MT150A に寄与している変数（投与条件） 
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Figure 5  Results of OPLS analysis of the relationship between in vitro h-CLAT toxicity test results 

data and in vivo toxicity test results among three TiO2 NPs (MT-150A MT-500B AMT-100) 

 

5A) 

[Scores plot]                               [Loadings plot] 

 

5B)  Calculation of variables (dosing conditions) contributing to toxicity by bar graphing of 

loading plots. 
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Figure 6 Results of MOCA analysis between 3 blocks (3 samples/data of physical properties/in 

vitro h-CALT toxicity test results data/in vivo toxicity test results data) 

6A)  

[Scores plot]                               [Loadings plot] 

 

6B) Score Correlation Matrix 

 

6C)  
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