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A. 研究目的

ナノマテリアル（NM）は、粒子径や表面

積といった物理化学的性状（物性）の違い

により、従来の化学物質とは異なる特有の

生物学的挙動を示す。特に呼吸器系への曝

露は、免疫系の異常反応による感作や、マ

クロファージの活性化を介した持続的な

炎症、組織の線維化を引き起こす懸念があ

る。安全な社会実装のためには、これら NM
の特性に合致した高精度な毒性評価系の

構築が急務となっている。中でも二酸化ケ

イ素ナノ粒子（SiO2 NMs）は、その優れた

機能性から広く応用されている一方で、吸

入による肺沈着やマクロファージへの取

り込みを介した炎症反応、さらには肺組織

の損傷や線維化のリスクが懸念されてい

る。 以上の背景を踏まえ、本研究では短期

吸入曝露された各種 NMs が免疫系に与え

る影響について、in vitro および in vivo 試験

の連携体制を通じた毒性メカニズムの解

明と評価系の開発を目的とする。得られた

知見を基に、短期吸入曝露による毒性発現

経路（AOP）の特定および in vitro 試験法の

確立を図り、将来的な OECD テストガイド

ライン化に向けた基盤的知見を収集する。 

B. 研究方法

B.1.1. 二酸化ケイ素ナノマテリアル（SiO2

研究要旨

本研究は、短期吸入曝露された各種ナノマテリアル（NMs）が免疫系に及ぼす影響に

ついて、in vitro および 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

開発を行うことを目的とする。得られた知見に基づき、短期吸入曝露による毒性発現経

路（AOP）の特定、in vitro 試験法の確立、および将来的な OECD テストガイドライン化

に向けた基盤的知見の収集を目指している。 令和 7 年度は、前年度に引き続き、NMs
を含む呼吸器感作性物質の物理化学的性状（物性）データの収集、および in vitro / in vivo
免疫毒性試験結果の比較検証を実施した。具体的には、3 種の二酸化ケイ素ナノ粒子

（SiO2 NMs: NM-201, NM-202, NM-204）を対象とし、分担研究者が実施した吸入曝露試

験データを用いて、物性と in vivo 毒性発現の関連性解析を実施した。 また、呼吸器感

作性物質の評価体系を整理するため、呼吸器感作物質（9 化合物）、皮膚感作物質（13 化

合物）、非感作性物質（11 化合物）を対象物質として選定し、今年度はこれら化学物質

の物性収集における検討項目について整理・検討を行った。
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NMs）の in silico による特性解析 
今年度の本研究における対象物質は、昨

年に引き続き、3 種の二酸化ケイ素ナノ粒

子（SiO2 NMs: NM-201, NM-202, NM-204）
とした。 解析用資料の作成にあたり、これ

ら被験物質の物理化学的性状（物性）およ

び毒性評価結果について、既存の評価文書

（Dossier）に加え、新規試験データや当研

究班の実測データを収集・整理した。具体

的には、in vitro 試験（h-CLAT 法）の結果

や、 in vivo 吸入曝露試験に関する知見

（Dossier および当研究班の実施結果）を統

合している。 
【物理化学的性状および有害性情報の調

査対象・情報源】 
・ OECD ナノマテリアル安全性評価プロ

グラム公表文書："Silicon dioxide - 
Manufactured nanomaterial" Summary 
Dossier 

・ 関連する個別 Dossier および ANNEX 
・ 欧州委員会共同研究センター（JRC）

による情報、および関連する原著論文 
・ 本研究班で実施した in vitro h-CLAT 毒

性試験結果 
なお、新たな物性項目である重金属不純

物（As, Cd, Pb, Hg）および比表面積比

（Specific surface area ratio: H2O / N2）につ

いては、追加測定した（表１）。 
 

B.1.2. 呼吸器感作性物質の in silico による

特性解析 
これまでに収集した呼吸器ならびに皮

膚感作性被検物質 33 化合物（図 1） 
① 呼吸器感作物質として 9 化合物 
② 皮膚感作物質として 13 化合物 
③ 非感作性物質として 11 化合物 
について、昨年度には情報化学ならびに量

子化学の観点から、物性値ならびに構造的

特徴量の収集を行ない、併せて多変量解析

による感作性判別を試行してきた。 
R7 年度は、昨年度までの微視的特徴量と

の対比として、巨視的・熱力学的物性値を

収集し、感作性判別能に関する調査を行う

こととした。 
熱力学的量の取得は、OECD の眼刺激性

に関するディファインド・アプローチとし

ても用いられている OPERA プログラムを

用いて、R6 年度に作成した被験物質の正準

SMILES に基づく QSAR 予測値を取得した。

各被験物質に対して取得した具体的な物

性値は、融点、沸点、オクタノール水分配

係数（LogP および LogD）、水溶解度、蒸気

圧、ヘンリーの法則、および pKa である。 
これらの物性値を元に PLS-DA 解析によ

る感作性の分類を実施した。この時、物性

値に対する PCA 解析において LogP とほぼ

差がなかった LogD と、比較的多くの被検

物質で定義されなかった pKa については、

今回はプレリミナリーな解析として除外

した。 
各種データ処理は Python 言語を、多変量

解析はRおよび roplsライブラリを用いた。 
 
（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。ボランティアおよびヒト

組織は使用しなかった。これらのことから、

倫理的問題は無いと考える。 
 
C. 研究結果 
C.1.1. 二酸化ケイ素ナノマテリアル（SiO2 
NMs）の in silico による特性解析 
令和 7 年度は、予備試験として実施した

SiO2 NMs (NM-200～NM-204)の物性データ
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および既往の in vitro h-CLAT 試験による毒

性評価結果に加え、新たに in vivo 吸入曝露

試験結果（指標：BALF 中 CCL5 値）との

関連性について検討した（表２）。 
解析手法には、直交部分的最小二乗回帰

分析（OPLS：Orthogonal Partial Least Squares 
Regression）を用いた。本解析では、説明変

数（X）を物性項目、目的変数（Y）を毒性

値（h-CLAT 試験結果等）と設定し、物性か

ら毒性を予測するモデルの構築を試みた。 
【解析結果】 
予備的な解析の結果、毒性の強さに寄与

する複数の物性項目の組み合わせが特定

された。in vivo 吸入曝露試験結果との関連

性解析において、毒性と強い関連（特に、

値が小さいほど毒性が高まる傾向）が認め

られた共通の物性項目は以下の通りであ

る。 
・ TEM 測定による粒子径 (nm) 
・ DLS (h-CLAT 試験用凝集バッファー

中) 測定によるキュムラント法 Z 平均

粒子径 (nm) および多分散指数 (PDI) 
・ EDS 測定によるコーティング剤や不純

物を含む非 SiO2 成分の総量 (% w/w) 
・ BET 法測定による全細孔体積 (mL/g) 
【データベースへの対応】 
一方、in vivo 吸入曝露試験の有害性情報

に関しては、将来的に「HESS（化学物質の

有害性評価支援システム統合プラットフ

ォーム）」へ搭載することを目指し、データ

整備を行った。具体的には、既存の規格化

シートをひな形とし、収集した SiO2 NMs
に特化した項目を追加することで、新たな

規格データシートを作成した（表３）。 
 

C.1.2. 呼吸器感作性物質の in silico による

特性解析 
最終年度は、取得した微視的特徴量なら

びに巨視的特徴量を記述子として PLS-DA

解析を実施した。 
まず、微視的特徴量を用いた感作性判別

を実施したところ、第 1 成分（t1）軸にお

いて感作性グループと非感作性グループ

を分離されることを見出した（図 2）。特に、

LUMO エネルギー、分子量、分子表面積、

分子体積との関連性が見られた。また、各

感作性を特徴付ける主要な物性値として

以下の関連性を見出した。 
・ 呼吸器感作性： 水素結合のアクセプ

ター数、トポロジカル極性表面積 
・ 皮膚感作性： （正味電荷） 
・ 非感作性物質： 分子体積、分子量 

 
一方、熱力学量を記述子とした感作性に

関する PLS-DA 解析を実施した結果、t1 軸

に関して呼吸器感作性グループと皮膚感

作性および非感作性グループが分離され

ることを見出した（図 3）。また、各感作性

を特徴付ける物性値として、 
・ 呼吸器感作性：融点、水溶解度 

・ 皮膚感作性：蒸気圧、ヘンリーの法則 

・ 非感作性物質：LogP、沸点 

という関連性を見出すことができた。 
 
D. 考察 
二酸化ケイ素ナノマテリアル（SiO2 NMs）

の特性解析に関する in vivo 吸入曝露試験

（指標：BALF 中 CCL5 値）の結果は、先

行研究である in vitro h-CLAT 試験の結果と

整合し、対象とした SiO2 NMs（NM-201, 
NM-202, NM-204）すべてにおいて陽性反応

が認められた。毒性の強さは「NM-201 < 
NM-202 < NM-204」の順であり、NM-204 に

おいて最も高い CCL5 値が観測された。 
本解析の結果、粒子径が小さく、不純物

による表面被覆が少ない高純度な粒子、か

つ多孔質ではないソリッドな構造を持つ

SiO2 NMs において、BALF 中 CCL5 の上昇
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が顕著であることが示唆された。そのメカ

ニズムとして、第一に「微細化によるマク

ロファージへの取り込み効率の促進」が挙

げられる。マクロファージは数百 nm 以下

の微細な粒子を貪食しやすい傾向があり、

PDI が小さく巨大凝集が少ない粒子特性が

これを助長したと考えられる。加えて、微

細化による総表面積の増大が細胞内小器

官との接触面積を広げ、ROS 産生や炎症シ

グナル（NF-κB 経路等）を活性化させたも

のと推察される。 第二に「不純物の欠如に

よる活性シラノール基の露出」が考えられ

る。非 SiO2 成分が少ない粒子は表面のマス

キング効果が乏しく、露出した活性シラノ

ール基（Si-OH）が細胞膜成分と直接相互作

用することで、より強い攻撃性（膜損傷・

炎症惹起能）を示したと考えられる。 
呼吸器感作性物質の in silico による特性

解析関して、今回実施した熱力学量を記述

子とした分類解析では、呼吸器感作性グル

ープと皮膚感作性および非感作性グルー

プの分離に成功した。これは、昨年度の微

視的量を用いた解析での、呼吸器感作性お

よび皮膚感作性グループと非感作性グル

ープの分離と異なる結果であった。どちら

も単独では三つの感作性を完全に分離す

るものではなかった一方で、微視的量によ

る分類は感作性そのものの有無を分離し、

熱力学量は（非感作性物質を除けば）感作

対象組織を分離することを表している。こ

れは、各器官の表面への付着と化学的な細

胞への影響（反応性）を微視的（情報化学・

量子化学的）性質が反映し、各器官への影

響の違いを巨視的（熱力学的）性質が反映

している可能性を示唆するものである。 
この仮説が正しければ、微視的性質によ

る分類と巨視的性質による分類を段階的

に組み合わせることで、三つの感作性を分

離できる可能性がある。今後、量子化学計

算レベルの高精度化や今回除外された熱

力学量等を加味した記述子を元に分類の

高精度化が期待されるところである。 
 
E. 結論 

化学物質の安全性評価において、物理化

学的性状（物性）と毒性データの関連性を解

明することは不可欠である。本研究を通じ

て、ナノマテリアルから低分子化学物質に

至るまで、物性と毒性データの間に有意な

相関関係が存在することが確認され、統合

的な解析が新たな毒性予測手法の開発に資

することが示された。今後は、多面的な物性

情報と毒性指標との相関性を詳細に検証す

ることで、より信頼性の高い安全性評価シ

ステムの構築に貢献することを目指す。 
また、呼吸器感作性物質の in silico による

特性解析では、微視的分類と巨視的分類を

段階的に組み合わせることで、呼吸器感作

性、皮膚感作性、および非感作性の高精度な

分類体系を確立する。そのために、量子化学

計算レベルの高精度化や、熱力学量等を加

味した新たな記述子の拡充を行い、in silico
による特性解析および感作性判別の高度化

を推進していく。 
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表1.  3種のSiO2 NPsの物性測定 /in vitro h-CLAT/in vivo 吸入暴露試験結果のデータ整理 

図1.  呼吸器感作性物質等（①呼吸器感作性物質、②皮膚感作性物質、③非感作性物質）

のベン図
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表2. 3種のSiO2 NMsによるin vivo吸入曝露試験結果（指標：BALF中CCL5値、RSV感染影響

評価結果参照）

表3. 3種のSiO2 NPsのin vivo 吸入暴露試験結果のHESS形式によるデータ収集・整理 

69



図2.  微視的特徴量を用いた呼吸器・皮膚感作性に関するPLS-DA解析のローディングプロット 

図3.  巨視的特徴量を用いた呼吸器・皮膚感作性に関するPLS-DA解析のローディングプロット 
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