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NEDO プロジェクト

－ナノ粒子の特性評価手法の研究開発－

2006年６月～2011年３月

約20億円（５年間）

NEDO: 新エネルギー・産業技術総合開発機構

＜先行研究プロジェクト＞

・NEDO：奥山喜久夫「ナノ粒子の吸入暴露による生体影響評価の
予備的試験に関する調査研究」（05）

・産総研：中西準子「新技術のリスク評価・リスク管理手法の研究
－ナノテクノロジーのケース研究」（05～07）

・経産省基準認証：中西準子「ナノ粒子の安全性評価方法の標準化」
（05～07）

中西準子 (2008)
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・規制の枠組みに関する
ガイダンスの策定

・フラーレン、カーボンナノ
チューブ、二酸化チタンの
リスク評価書作成

・有害性試験のための
プロトコルの作成

・試験試料調製のための
マニュアル策定

・計測方法のマニュアル策定と
標準化

フレームワーク アウトプット、アウトカム

中西準子(2006)

プロジェクトの全体像

試料調製 & 計測試料調製 & 計測

有害性評価有害性評価 暴露評価暴露評価

リスク評価リスク評価

リスクマネージメントリスクマネージメント

社会的影響社会的影響
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- 広島大学大学院工学研究科

- 鳥取大学医学部

- 金沢大学大学院自然科学研究科

- 信州大学医学部

参加組織

産業医科大学
産業生態科学研究所

産業技術総合研究所

他大学

ナノ材料の
研究開発

計測

リスク評価

中西準子 (2006)

- 安全科学研究部門 (RISS)

- 計測標準研究部門 (MIJ)

- 先進製造プロセス研究部門(AMRI)

- 計測フロンティア研究部門 (RIIF)

- 環境管理技術研究部門 (EMTECH)

- 健康工学研究センター (HTRC)
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４種のナノ材料

二軸アプローチ：有害性試験の基本方針
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４種の物質については、詳細な横軸試験
系を適用し、ヒトのNOAELを推定する。

約50種の試料について、簡単なin vitro試
験系を適用し、50種の有害性評価につな

げる

ヒトデータ
（文献など）

中西準子 (2008)
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（吸入経路の場合の図）
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液中分散試料 → 気中分散試料
- in vitro試験 - 吸入暴露試験
- 気管内注入試験
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二次粒子 (気中)

二次粒子 (液中)

一次粒子

3161066316105BET表面積 (m2/g)

吸入

気管内投与

30065

なしなしなしなし○

○○○○○試

験
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----59

18176281926

515423520平

均

粒

径

(nm)

TiO2

(ST01)
Anatase
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Anatase

TiO2

(ST21)
Anatase

TiO2

(ST01)
Anatase

NiO
(A)

物質名 (記号)

安定したナノ粒子分散試料
（無機化合物－ in vivo試験）

DSP: リン酸二ナトリウム,  ○：試験中
中西準子 (2008)
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二次粒子 (気中)

二次粒子 (液中)

一次粒子

87890.92BET表面積 (m2/g)

吸入

気管内投与

-準備中○

○準備中○試

験

Tween80Triton100XTween80分散剤

-180 *3)約100

13 *2)（500？）26

3 *1)32-平
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(nm)

SWCNTMWCNTC60 (SU)物質名 (記号)

*1) 長さ1mm以下,   *2) 長さ420nm,   *3) 長さ4.5μm以下, 

C60: フラーレン, MWCNT: 多層カーボンナノチューブ, SWCNT: 単層カーボンナノチューブ,
○：試験中

中西準子 (2008)

安定したナノ粒子分散試料
（炭素系 - in vivo試験 ）
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TiOTiO22粒子の調製（異なる１次粒径）粒子の調製（異なる１次粒径）

試料調製とキャラクタリゼーション全般：遠藤茂寿・丸順子，TEM画像：山本和弘

中央値: 19 nm

中央値: 28 nm
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小林憲弘 (2008)

試料名 一次粒径 液中での粒径分布 TEM画像 BET表面積

Ultra Fine (UF) 5 nm 316 m2/g

Super Fine (SF) 23 nm 66 m2/g

Fine 
(F) 154 nm 10 m2/g
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TiOTiO22粒子の調製（同じ１次粒径、異なる二次粒径）粒子の調製（同じ１次粒径、異なる二次粒径）

中央値: 18 nm

中央値: 65 nm

中央値: 300 nm
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試料調製とキャラクタリゼーション全般：遠藤茂寿・丸順子，TEM画像：山本和弘 小林憲弘 (2008)

試料名 一次粒径 液中での粒径分布 TEM画像 BET表面積

Ultra Fine-1 (UF-1) 5 nm 316 m2/g

Ultra Fine-2 (UF-2) 5 nm 316 m2/g

Ultra Fine-3 (UF-3) 5 nm 316 m2/g
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液中分散試料 → 気中分散試料
- in vitro試験 - 吸入暴露試験
- 気管内注入試験
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超微細粒子
一次粒子径：＜100 nm

微粒子
一次粒子径：150～5000 nm

酸化ニッケル（黒色・緑色） (NiO)
二酸化チタン （TiO2）
酸化セリウム (CeO2)
二酸化ケイ素 (SiO2)
酸化アルミニウム (Al2O3)
酸化鉄（III） (Fe2O3)

細胞応答

細胞：HaCaT ヒト表皮角化細胞由来
A549     ヒト肺がん由来

in vitro実験で用いたナノ粒子金属酸化物

主な用途

電子部品･ガラス着色
顔料・化粧品・
燃料添加剤・研磨剤･
触媒担体

吉田康一(2008)
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雄性Crl:CD (SD)ラットの気管内に，凝集状態の異なる3種類のTiO2粒子を5 mg/kg注入．各群各時点
につき5匹を検査．
気管支肺胞洗浄液（BALF）および各組織の組織病理学的検査を，投与後24時間，3日，1週，および
1ヶ月時点において実施．

気管内注入試験（異なる二次粒径の気管内注入試験（異なる二次粒径のTiOTiO22））

気管支肺胞洗浄液
（BALF）検査

BALF中の細胞数・組成，各種サイトカイン（IL-1α，IL-1β，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，GM-
CSF，IFN-γ，TNF-α），LDH，タンパク，およびヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）を測定．

組織病理学的検査 肺，肝臓，腎臓，脾臓，および大脳についてHE染色標本を作製し，光学顕微鏡による観察を

実施．

凝集状態の異なるTiO2粒子

気管内に注入

注入後各時点における検査

24時間 3日 3ヶ月1ヶ月

組織病理学的検査

BALF検査

投与群 被験物質 結晶構造 投与量

陰性対照 媒体（0.2% DSP） - -

TiO2-1 UF-1 TiO2 アナターゼ 5 mg/kg

TiO2-2 UF-2 TiO2 アナターゼ 5 mg/kg

TiO2-3 UF-3 TiO2 アナターゼ 5 mg/kg

陽性対照 Min-U-Silシリカ α-quartz 5 mg/kg

1週

小林憲弘 (2008)
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液中分散試料 → 気中分散試料
- in vitro試験 - 吸入暴露試験
- 気管内注入試験
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241Am荷電器

H.V.

静電捕集器
ポンプ

MFC

ドライヤー

バルブ

ヒータ

インライン分析系

オフライン分析系

加圧式噴霧器のメリット

・ エアロゾル流量大

・ 高粘度の液も噴霧可能

Dp = 24.7 nm
SD = 6.7 nm

NiO、フラーレン (C60) 
ナノ粒子懸濁液

排気

コンピュータ

粒子スペクトロメータ
(DMA+CPC)

Model 1000XP MSP Corporation, USA 

ナノ粒子の分散と計測システム

加圧式噴霧装置

島田学 (2008)

NiO
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4週間の安定性（全身曝露、C60）

安定したサイズと濃度のC60粒子を、4 週間

にわたってチャンバーの中に供給できた

日

質
量

濃
度

[m
g/

m
3 ]

: フィルタより

C60濃度
[mg/ml]1)

平均粒子
径 [μm]

個数濃度
[particles/cm3]

標準偏差
[particles/cm3]

0.0852) 88 4.0×104 2.4×103

0.173) 98 4.1×104 4.0×103

1) WC60:WDispersant ~ 1:3; 2) 最初の3日間; 3) 残りの日

日

平
均

粒
子

径
, D

p
[μ

m
]

平均: 0.12±0.03 mg/m3 (C60)

Dp = 96±5 nm

C60
: 0.085 mg/ml
: 0.17 mg/ml

4週間における粒子性状

島田学 (2008)
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液中分散試料 → 気中分散試料
- in vitro試験 - 吸入暴露試験
- 気管内注入試験
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加圧式発生装置による吸入曝露試験

測定器
(WPS)

曝露チャンバー
広島大学との共同研究

森本泰夫 (2008)
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吸入曝露条件

フラーレン ：
平均曝露濃度

0.5 ± 0.1mg/m3 （Tweenを含む濃度） フィルタ捕集
0.12 mg/m3 （Tweenを含まない濃度）
4.1 x 104 particles/cm3 WPS(SMPS)

幾何平均径
96 nm

酸化ニッケル ：
平均曝露濃度

0.2 ± 0.1 mg/m3 フィルタ捕集
9.2 x 104 particles/cm3 WPS(SMPS)

幾何平均径
59 nm

森本泰夫 (2008)
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吸入曝露試験のデザイン

対象動物 ：Wistar系雄性ラット
非曝露群 ４０匹
フラーレン曝露群 ４０匹
酸化ニッケル曝露群 ４０匹

曝露期間 ：1日6時間，週5日間， 4週間

３ 日

１ヶ月

３ヶ月

解剖

吸入曝露
- 4週間 -

観察期間 森本泰夫 (2008)



１ 肺湿重量

２ 気管支肺胞洗浄液（炎症）

３ 血液（炎症）

４ 酸化ストレス関連遺伝子

５ 肺病理

６ その他の臓器等の所見

観察項目

森本泰夫 (2008)
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生物試料中のカーボン系ナノ材料の
電子顕微鏡による観察
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Research Institute of Instrumentation Frontier

山本和弘(2008)
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C60200μg投与1週間
（気管内注入試験）

20nm

Research Institute of Instrumentation Frontier

肺胞マクロファージ

山本和弘(2008)
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まとめ

二軸アプローチ
- 少数の代表的材料について吸入試験
- 多くの物質についてin vitro試験

調整とキャラクタライズ


