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 本書について 
セルロースナノファイバー（CNF）は、鋼鉄の 1/5 の軽さでありながら、鋼鉄の 5 倍以上の強

度を有するバイオマス由来の高性能素材です。今後、CNF は幅広い分野での応用が加速すると見
込まれており、石油由来素材の代替としての可能性に加え、大気中の二酸化炭素を吸収・固定し
た木材などを原料とすることから、カーボンニュートラル社会の実現に資する素材としても大き
な期待が寄せられています。 

一方で、工業ナノ材料は超微細なサイズや特異な形状といった物理的特性を有するため、従来
の化学物質とは異なる有害性影響を引き起こす懸念が指摘されています。新たな材料を社会実装
するにあたっては、事前にその安全性を科学的に評価・確認しておくことが不可欠であり、これ
は国際的にも重要な潮流となっています。さらに、実際には有害性や暴露可能性が低い場合であ
っても、十分な情報が存在しないことで風評被害が生じ、他の材料との競争において不利な立場
に置かれる可能性もあります。特に繊維状の工業ナノ材料に関しては、安全性に関する情報が不
足している場合、予防的観点からアスベストと同様のリスクを想定した厳格な暴露管理が求めら
れる場合があります。 

天然由来の新たな工業ナノ材料である CNF は、これまでに安全性評価が行なわれてきた他の
工業ナノ材料とは異なる特性を有しています。例えば、CNF は高い粘性を示し、原料、表面修飾、
解繊状態、不純物の種類や含有量などに多様性があります。また、植物を起源として、グルコー
スが直鎖状につながった高分子構造を持ち、特徴的な元素を含まず、吸光度も低いため、CNF を
他の成分と分離・識別して検出・定量することが困難です。このような特性から、従来の工業ナ
ノ材料に適用されてきた評価手法をそのまま用いることは難しく、CNF の安全性評価には新たな
試験方法や測定法の開発が求められました。 

そこで、（国研）産業技術総合研究所（以下、産総研）は、王子ホールディングス（株）、第一工
業製薬（株）、大王製紙（株）、日本製紙（株）と共に、（国研）新エネルギー・産業技術総合開発
機構（NEDO）からの委託事業「非可食性植物由来化学品製造プロセス技術開発／CNF 安全性評
価手法の開発（JPNP13006）」（2017～2019 年度）において、3 種の CNF を主対象に、検出・定
量手法の開発、気管内投与手法の開発、皮膚透過性試験手法の開発、排出・暴露評価手法の開発
に取り組みました。これらの成果は、「セルロースナノファイバーの検出・定量の事例集」、「セル
ロースナノファイバーの有害性試験手順書」とその英語版の「A Manual for Toxicity Testing of 
Cellulose Nanofibers」、「セルロースナノファイバー及びその応用製品の排出・暴露評価事例集」
と し て 取 り ま と め て 、 無 償 で 公 開 し て い ま す （ 図 1 、 https://riss.aist.go.jp/results-and-
dissemin/1625/）。 

その後、産総研は、新たな NEDO 委託事業「炭素循環社会に貢献するセルロースナノファイバ
ー関連技術開発／CNF 利用技術の開発／多様な製品用途に対応した有害性評価手法の開発と安
全性評価（JPNP20009）」（2020～2024 年度）において、1) 多様な CNF に対応可能な培養細胞
を用いた吸入影響評価、2) アスベストと同様に中皮腫を引き起こす可能性への懸念に対する検証、
3) 水生生物（藻類、甲殻類、魚類等）を対象とした生態影響の評価、4) CNF の多様性や実用化
の進展に対応した排出・暴露評価の実施に取り組みました。2017～2019 年度の NEDO 委託事業
では、代表的な 3 種の CNF を対象として安全性評価に必要な手法開発を中心に進めてきました
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が、2020～2024 年度の新たな NEDO 委託事業では、より多様な CNF を対象に、具体的な評価
結果を得ることを主な目的とし、評価対象および評価項目を拡充しました。また、新事業では、
産総研に加えて福井大学も参画し、吸入暴露および経口暴露による動物試験を通じた生体安全性
評価に取り組みました。 

本書は、CNF を取り扱う事業者や応用開発を目指す事業者に向けて、CNF の安全性に関する
情報を提供することを目的としています。既存の論文の情報を整理するとともに、2 つの NEDO
委託事業（2017～2019 年度および 2020～2024 年度）において得られた評価結果を取りまとめて
います（図 2）。本書は、2022 年 12 月に公開した評価書（2022 年度版）を改訂したものであり、
その後の NEDO 事業で得られた最新の研究成果や、国内外の論文情報を反映することで、より包
括的な内容となりました（新たに追加された成果については第１章をご参照ください）。本書が、
CNF の適切な安全管理や、安全な製品開発に向けた一助となれば幸いです。 

ご意見やご相談については、産総研安全科学研究部門までお問合せください。 

 
 

 
図 1 CNFの安全性評価手法および評価事例に関する文書類 

 

 
図 2 本書にとりまとめた情報
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 用語・略語 
索
引 

用語・略語 意味・解説 

A APS 
エアロダイナミックパーティクルサイザー（aerodynamic particle sizer） 
約 0.5～20 µm の粒径範囲のエアロゾルについて、空気力学径別の個数濃度が測定
できる装置。 

C CMF 
セルロースミクロフィブリル（cellulose microfibril：CMF） 
CNF とほぼ同義 

C CNC 
セルロースナノクリスタル（cellulose nanocrystal） 
ナノ結晶性セルロース（nanocrystalline cellulose：NCC）とも呼ばれる 

C CNF 

セルロースナノファイバー（cellulose nanofiber）またはセルロースナノフィブリル 
（cellulose nanofibril） 
ナノフィブリル化セルロース（nanofibrillated cellulose：NFC）、nanofibrillar cellulose
（NFC）、ミクロフィブリル化セルロース（microfibrillated cellulose：MFC）、
microfibrillar cellulose（MFC）、セルロースミクロフィブリル（cellulose microfibril：
CMF）などとも呼ばれる。 

C CNT カーボンナノチューブ（carbon nanotube） 

C CPC 
凝縮粒子計数器（condensation particle counter）約 0.01～>1 µm（装置によって下
限は 0.001 µm）の粒径範囲のエアロゾルについての総個数濃度が計測できる装置。 

D DPMFA 動的確率論的マテリアルフロー解析（dynamic probabilistic material flow analysis） 

E EC50 
半数影響濃度（50% effective concentration） 
化学物質を暴露した試験個体の半数が試験終了までに影響を被る暴露濃度 

I in vitro 試験 ヒトや動物の組織や細胞を用いて行う試験 
I in vivo 試験 動物や生物個体を用いて行う試験 

L LC50 
半数致死濃度（50% lethal concentration） 
化学物質を暴露した試験個体の半数が試験終了までに死亡する暴露濃度 

L LD50 
半数致死量（50% lethal dose） 
投与した動物の 50％が死亡する用量 

L LPS 
リポ多糖 
グラム陰性菌の外膜に存在する多糖で、内毒素（エンドトキシン）とも言われる 

M MCC 
微結晶セルロース（microcrystalline cellulose）従来より医薬品や食品添加物用途で
多く使われている高純度の結晶セルロース。一般に繊維径は CNF よりやや太い。 

M MFC 

ミクロフィブリル化セルロース（microfibrillated cellulose）または microfibrillar 
cellulose 
CNF とほぼ同義だが、NFC との対比として、未修飾の機械解繊 CNF のように、ナ
ノサイズの細い繊維と太い繊維、ネットワーク構造をなして互いに連結している繊
維などが混ざったものを指す場合がある。 

M MWCNT 多層カーボンナノチューブ（multiwall carbon nanotube） 

N NCC 
ナノ結晶セルロース（nanocrystalline cellulose） 
セルロースナノクリスタル（cellulose nanocrystal：CNC）とも呼ばれる 

N NFC 
ナノフィブリル化セルロース（nanofibrillated cellulose）または nanofibrillar cellulose 
CNF とほぼ同義だが、MFC との対比として、化学修飾 CNF のように均一なナノサ
イズの繊維径のものを指す場合がある。 

N NIOSH 米国国立労働安全衛生研究所（National Institute of Occupational Safety and Health） 

N NOAEL 
無毒性量（no observable adverse effect level） 
動物に毒性（有害な）影響がみられない最大の投与量 
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N NOEC 
無影響濃度（no observed effect concentration）  
生態毒性試験において、対照区と比較して、統計学的に有意な悪影響がみられない
最大の暴露濃度を示す。 

O OECD 経済協力開発機構（Organisation for Economic Co-operation and Development） 

O OECD TG 
OECD の試験ガイドライン。化学物質等の安全性評価を行なうために国際的に合意
された試験方法。OECD により定められ公表されている。 

O OPC 
光散乱式粒子計数器（optical particle counter）約 0.3～>10 µm（装置によって下限
は<0.1 µm）の粒径範囲のエアロゾルについて、粒径（光散乱径）別の個数濃度が計
測できる装置。 

P PEC 予測環境中濃度（predicted environmental concentration） 
P PNEC 予測無影響濃度（predicted no-effect concentration） 

P PSSD 
確率論的な種の感受性分布 
（probabilistic species sensitive distribution） 

R RCR 
リスク特性比（risk characterization ratio） 
PEC および PNEC の確率分布が重なった範囲。 

R ROS 活性酸素種（reactive oxygen species） 
S SEM 走査型電子顕微鏡（scanning electron microscope） 

S SMPS 
走査型移動度粒径測定器（scanning mobility particle sizer） 
約 0.01～1 µm（装置によって下限は 0.001 µm）の粒径範囲のエアロゾルについて、
電気移動度径別の個数濃度が計測できる装置。 

T TEM 透過型電子顕微鏡（transmission electron microscope） 

T TEMPO 
2,2,6,6-テトラメチルピペリジン 1-オキシル（2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl）
の略称。TEMPO 酸化 CNF は、TEMPO 触媒酸化により水酸基の一部をカルボキ
シ化したもの。 

T TG テストガイドライン（test guideline） 
U USEPA 米国環境保護庁 

い 遺伝毒性 
DNA や染色体の構造的、もしくは量的変化を引き起こす性質。発がんメカニズムの
１つとされている。 

き 気管内投与試験 
投与器具を使って被検物質の懸濁液を直接、ラットやマウスなどの実験動物の気管
内に投与し、その後飼育して呼吸器を中心にその影響を評価する試験。 

き 吸入性粉塵 
ISO 7708 の定義で 4 µm の粒子の捕集効率が 50%である分粒装置を使用して捕集
した粉塵。 

き 吸入暴露試験 
ラットやマウスなどの実験動物に気中に飛散させた被験物質を吸入させ、呼吸器を
中心にその影響を評価する試験。 

き 魚類急性毒性試験 
メダカ等の魚類の稚魚を対象に、化学物質を暴露して、生存や行動異常等を指標に
化学物質の短期的な影響を調査する生態毒性試験。OECD のテストガイドライン 
No.203 では魚類の稚魚に化学物質を 96 時間暴露する。 

き 
魚類初期生活段階毒性
試験 

メダカ等の魚類を対象に、受精卵から孵化して自発的な摂餌が可能になる期間に化
学物質を暴露して、化学物質の長期的な影響を調査する生態毒性試験。OECD のテ
ストガイドライン No. 210 ではメダカを用いた場合、化学物質の暴露期間は約 40 日
程度とされる。 

け ケモカイン 
細胞から分泌される低分子のタンパク質。サイトカインの一種で、主に白血球など
の遊走を誘導し炎症の形成に関与する。 

こ 口腔咽頭吸引 
ラットやマウスなどの実験動物の咽頭に被験物質の懸濁液を滴下し、誤嚥を介して
被験物質を肺へ暴露させ、呼吸器を中心にその影響を評価する試験。 

こ コメットアッセイ DNA の損傷から修復の過程で切断された DNA を電気泳動により検出する試験。 

さ 
細菌復帰突然変異試験
（Ames 試験） 

化学物質等の変異原性を評価する試験。ヒスチジンやトリプトファン等の必須アミ
ノ酸の要求性突然変異を持つ微生物（ネズミチフス菌、大腸菌）を用いる。 
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さ サイトカイン 
細胞から分泌される低分子のタンパク質。生理活性を示し、細胞間の情報伝達を担
う。 

さ 酸化ストレス 
生体内の酸化還元バランスが酸化に傾いた状態。継続することで様々な生体分子が
酸化され、疾病や発がんの原因となる。 

し 小核 
細胞分裂の際に、染色体分裂の異常により主核に取り込まれなかった染色体の断片
が残ることで出現する小さな核。 

せ 赤血球小核試験 
化学物質等の染色体異常誘発性を評価する試験。ほ乳動物の骨髄または末梢血中の
幼若赤血球における小核形成を指標とする。 

せ 
セルロースナノクリス
タル（CNC） 

セルロースを酸などで非晶部を加水分解させたナノサイズの紡錘状のセルロース。 

せ 
セルロースナノファイ
バー/セルロースナノ
フィブリル（CNF） 

植物からとれるセルロースを化学的・機械的処理によりナノサイズ（数～100 ナノ
メートル）の細さまで解きほぐした繊維。バクテリア由来のものもある。 
ナノフィブリル化セルロース（nanofibrillated cellulose：NFC）、nanofibrillar cellulose
（NFC）、ミクロフィブリル化セルロース（microfibrillated cellulose：MFC）、
microfibrillar cellulose（MFC）、セルロースミクロフィブリル（cellulose microfibril：
CMF）などとも呼ばれる。 

せ 染色体異常試験 
化学物質等による染色体の構造異常および数的異常を評価する試験。ほ乳類の培養
細胞の染色体標本を用いる。 

そ 藻類生長阻害試験 
ムレミカヅキモ等の藻類を対象に、化学物質を暴露して、藻類の生長速度を指標に
化学物質の影響を調査する生態毒性試験。OECD のテストガイドライン No. 201 で
は藻類に化学物質を 72 時間暴露する。 

ち 中皮細胞 胸膜や腹膜、心膜などに存在する薄い細胞 
ち 中皮腫 アスベスト（石綿）などが原因で主に胸膜や腹膜の中皮細胞に発生する悪性の腫瘍 

な ナノセルロース（類） 
セルロースナノファイバー、セルロースナノクリスタルなど、繊維径がナノサイズ
（1～100 nm）のセルロースの総称。 

は 培養細胞試験 培養液中で、生物個体から切り離して分裂増殖する細胞を用いた試験 

は バッテリー試験 
遺伝毒性を総合的に評価するため、エンドポイントの異なる複数の遺伝毒性試験を
組み合わせた試験 

は 半数影響濃度 化学物質を暴露した試験個体の半数が試験終了までに影響を被る暴露濃度。EC50 
は 半数致死濃度 化学物質を暴露した試験個体の半数が試験終了までに死亡する暴露濃度。LC50 
は 半数致死量 投与した動物の 50％が死亡する用量。LD50 

ひ 
微 結 晶 セ ル ロ ー ス
（MCC） 

微結晶セルロース（microcrystalline cellulose）従来より医薬品や食品添加物用途で
多く使われている高純度の結晶セルロース。一般に繊維径は CNF よりやや太い。 

ま 
マ ウ ス リ ン フ ォ ー マ 
TK 試験 

化学物質等による遺伝子突然変異を評価する試験。マウスリンパ腫細胞株の内因性
の薬剤耐性遺伝マーカー（TK 遺伝子）を用いた劣性型突然変異を指標とする。 

ま マクロファージ 白血球の 1 種で、細菌、異物、細胞の残骸などを捕食して消化する。 

み ミジンコ繁殖試験 
オオミジンコ等のミジンコ類を対象に、化学物質を暴露して、試験個体が産んだ仔
虫の数を指標に化学物質の長期的な影響を調査する生態毒性試験。OECD のテスト
ガイドライン No.211 では試験個体に化学物質を 21 日間暴露する。 

み ミジンコ遊泳阻害試験 
オオミジンコ等のミジンコ類の仔虫を対象に、化学物質を暴露して、遊泳行動を指
標に化学物質の短期的な影響を調査する生態毒性試験。OECD のテストガイドライ
ン No.202 では 24 時間以内に産まれた仔虫に化学物質を 48 時間暴露する。 

む 無影響濃度 
no observed effect concentration（NOEC） 
対照区と比較して、統計学的に有意な悪影響がみられない最大の暴露濃度を示す。 

む 無毒性量 
no observable adverse effect level（NOAEL） 
動物に毒性（有害な）影響がみられない最大の投与量 

も 網羅的遺伝子発現解析 
外部刺激等による生体反応を分析するため、数千から数万個の遺伝子の発現変動を
網羅的に解析する技術 
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 第 1章 本書の構成 
本書では、CNF の安全性に関する情報について、既存論文の情報を整理すると共に、NEDO 委

託事業の成果をとりまとめた。また、本書では、CNF だけでなく、セルロースナノクリスタル
（CNC）や従来のセルロースの情報も可能な限り含めた。CNF については、セルロースナノファ
イバー（cellulose nanofiber）以外に、セルロースナノフィブリル（cellulose nanofibril：CNF)、
ナノフィブリル化セルロース（nanofibrillated cellulose：NFC）、nanofibrillar cellulose（NFC）、
ミクロフィブリル化セルロース（microfibrillated cellulose：MFC）、microfibrillar cellulose（MFC）、
セルロースミクロフィブリル（cellulose microfibril：CMF）などと呼ばれる場合もあるが、基本的
に原文に沿って記載した。 

本書の構成を図 1.1 に示す。第 2 章から第 6 章は、動物試験や細胞試験の結果を中心に、ヒト
への健康影響に関する情報を整理した。発がん性に係る評価項目として、第 2 章に遺伝毒性につ
いての情報をまとめた。また、繊維状のナノ材料は、アスベスト（石綿）のように中皮腫を引き
起こすのではないかとのリスクが懸念されているため、中皮腫に関する知見を第 3 章にまとめた。
第 4 章から第 6 章では、それぞれ暴露経路（吸入、経皮、経口）別に知見を整理した。第 7 章は、
ヒト暴露に関する情報である。作業環境調査や模擬試験など、CNF の排出・暴露に関する評価事
例を紹介し、注意すべきプロセス、対策と管理、計測法についてまとめた。第 8 章と第 9 章は、
環境影響に関連する情報である。第 8 章では水生生物への影響、第 9 章では、生分解性について
の知見をとりまとめた。第 10 章では、各章の結果を総括した。 

本書は、2022 年 12 月に公開した評価書を改訂したものであり、最新の論文情報を反映すると
ともに、NEDO 事業で新たに得られた成果を加えた。新たな内容として、第 3 章では、マウスの
腹腔内投与試験および培養細胞試験による中皮腫発生に関する検証結果をまとめた。第 4 章では、
28 日間にわたるラット気管内投与試験および培養細胞試験に加え、福井大学が実施したマウス気
管内投与試験およびラット吸入暴露試験の結果を新たに取り上げた。第６章では、福井大学が実
施したラットおよびマウスによる 28 日間反復経口投与毒性試験の結果を加えた。第７章では、排
出暴露評価事例を追加し、第 8 章では、藻類、甲殻類、魚類などの水生生物を対象とした生態影
響評価の結果をまとめた。 

 
図 1.1 本書の構成 
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 第 2章 遺伝毒性の評価 
2.1 はじめに  

工業ナノ材料の安全性評価において、遺伝毒性の有無は発がんリスクを予測・管理する上で極
めて重要な指標である。特に、繊維状の構造を有する材料については、その形態が生体内での異
物応答を誘発しやすいことから、早期の評価とリスクの見極めが求められている。 

本章では、CNF および CNC の遺伝毒性に関する評価動向と、我々が NEDO 委託事業（2017
～2019 年度および 2020～2024 年度）を通じて得た試験結果を紹介する。 

これらのナノセルロースは、再生可能な植物資源由来であることから環境調和型材料として注
目されているが、その繊維状ナノ構造ゆえに、カーボンナノチューブ（CNT）と同様の生体影響
—とりわけ発がん性や遺伝毒性の可能性—に対して懸念が持たれている。このため、CNF やセル
ロースナノクリスタル（CNC）についても体系的な毒性評価が必要不可欠である。 

CNT のような繊維状の工業ナノ材料については、アスベストと類似した形態的特徴を有するこ
とから、中皮腫などの発がんリスクが懸念されており、動物実験やばく露評価などが各国で継続
的に進められている。2016 年には、「労働安全衛生法第 28 条第 3 項に基づく化学物質による健康
障害を防止するための指針」（いわゆる「がん原性指針」）に、「複層カーボンナノチューブ（MWNT-
7）」が対象物質として追加された。MWNT-7 は複層（多層）カーボンナノチューブの一種であり、
現在は製造が中止されている。なお、指針には但し書きとして、「製造事業者により当該製品の名
称が NT-7、NT-7K に変更されたため、これら変更後の名称の製品も含む」と明記されており、
製品名の違いにかかわらず同一物質として扱われている。 

この措置の一因は、国際がん研究機関（IARC）が 2014 年に MWCNT-7 を「Group 2B（ヒト
に対して発がん性がある可能性がある）」に分類し、他の CNT は「Group 3（ヒトに対する発が
ん性について分類できない）」としたことである（Grosse et al., 2014）。さらに、厚生労働省が 2015
年に設置した検討会で紹介された研究では、高濃度の MWCNT-7 を 2 年間暴露したラットの一
部に肺腫瘍の発生が報告された（Kasai et al., 2016）。これらの知見により、MWCNT-7 について
はヒトへの影響がなお不確実であるものの、発がん性リスクに対して慎重な対応、すなわちばく
露防止措置の徹底やリスク評価の継続が求められている。一方で、他の CNT やナノカーボン材
料については、発がん性や遺伝毒性に関する科学的データが依然として限られており、今後の体
系的なリスク評価と規制整備が課題である。 

同様に、繊維状ナノ構造を持つ CNF や CNC に関しても、発がん性や遺伝毒性に関する報告は
現時点で極めて限られており、今後は吸入暴露や生体内動態を含む包括的かつ体系的な評価が求
められている。 

化学物質の発がん性評価には、一般にラットやマウスを用いた長期毒性試験が実施されており、
たとえば OECD 試験ガイドライン（Test Guidelines: TG）の TG451、TG453 に準拠した試験で
は、被験動物に最大 24 か月にわたる吸入または経口暴露を行い、病理組織学的手法により腫瘍の
発生有無が判定される。これらの方法は科学的信頼性が高い一方で、試験期間が長期に及び、実
施コストも高額となるため、すべての化学物質に一律に適用することは現実的ではない。 

近年、動物実験の代替を目的とした新たなアプローチ法（New Approach Methodologies: NAMs）
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の導入が国際的に推進されており、ECHA によるワークショップ報告書では、産業化学物質の規
制評価における NAMs の活用と課題が詳細に議論されている（ECHA, 2023; Sewell et al., 2024）。 

遺伝毒性評価は、発がん性のスクリーニングや早期評価の手段として、迅速かつ低コストで実
施可能な試験が広く用いられている。これらの試験では、DNA 損傷、染色体異常、小核形成、突
然変異誘発などの遺伝的変化を検出するために、多様な試験系が利用され、大別して in vitro（細
胞試験）および in vivo（動物試験）に分類される。 

経済協力開発機構（OECD）は、遺伝毒性試験を含む化学物質の安全性評価に関する試験法の
国際標準化を推進しており、2025 年現在、複数の試験法について国際的に合意された試験ガイド
ラインを整備している（OECD Publishing. https://doi.org/10.1787/20745788）。これらのガイド
ラインは、各国の規制評価において重要な科学的根拠として広く活用されている。 

しかしながら、各試験は検出可能な遺伝毒性の種類や作用機序が異なるため、単一の試験のみ
での評価には限界がある。このため、複数の異なる試験を組み合わせたバッテリー試験が一般的
に採用されている。例えば、労働安全衛生法（安衛法）、化学物質審査規制法（化審法）、EU の
REACH 規則、医薬品関連規制、食品衛生法などでは、それぞれの規制要件に応じた試験の組み合
わせが求められている。特に医薬品開発における遺伝毒性評価では、Ames 試験（復帰突然変異試
験）、哺乳類細胞を用いた染色体異常試験、げっ歯類を対象とした in vivo 小核試験などの組み合
わせが推奨されている（医薬品の遺伝毒性に関するガイダンス, 2012）。 
 
2.2 既存文献の情報 

CNF の遺伝毒性に関する研究では、使用された試験系や材料特性の違いにより、陽性および陰
性の結果が混在して報告されている。本節では、代表的な研究報告を整理し、CNF の遺伝毒性評
価の現状を概観する。 

具体的には、DNA 損傷などの陽性反応を示した研究がいくつか存在し（Ventura et al., 2018; 
Catalán et al., 2017; Hadrup et al., 2019; de Lima et al., 2012; Aimonen et al., 2022; Vital et al., 
2025）（表 2.1 参照）、なかでも OECD TG に準拠した試験方法を明記している研究として Catalán 
et al.（2017）が挙げられる。同研究では、マウスに CNF を咽頭吸入させた際、肺細胞に DNA 損
傷が確認された。 

一方で、陰性結果を示した報告も複数存在する。たとえば、Mejía-Jaramillo et al.（2023）は、
ヒト結腸腺がん由来の Caco-2 細胞を用いたコメットアッセイにおいて、DNA 損傷が観察されな
かったと報告している。陰性結果を示した研究の多くは、OECD TG に準拠した方法で実施され
ており（Pitkänen et al., 2014; Moreira et al., 2009; Catalán et al., 2015; 下川ら, 2021a; 下川ら, 
2021b; Fujita et al., 2021）、その信頼性は高いと考えられる。 

遺伝毒性バッテリー試験を採用した研究として、下川ら（2021b）および Fujita ら（2021）の 2
報が挙げられる。これらの報告は、複数の異なる試験系によって一貫して陰性結果が得られてお
り、CNF の遺伝毒性の有無を評価するうえで、より信頼性の高い科学的根拠を提供している。 

以下に、各研究の内容と結果を簡潔に紹介する。なお、Fujita ら（2021）による CNF の遺伝毒
性バッテリー試験の結果については、2.3 節『NEDO 委託事業の成果』にて詳述する。 

また、引用文献中では、ナノフィブリル化セルロース（NFC）やセルロースナノフィブリル（CNF
または NCF）といった用語が併用されているが、本章では表記の一貫性を保つため、これらをす
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べて「CNF」の用語で統一する。 
Ventura et al.（2018）は、工業用漂白ユーカリ・グロビュラス（Eucalyptus globulus）クラフト

パルプ由来の TEMPO 酸化 CNF について、細胞毒性、免疫毒性、および遺伝毒性をスクリーニ
ングした。その結果、低濃度の CNF は肺胞上皮細胞（A549）の増殖を促進する可能性が示され
た一方、高濃度では中程度の細胞毒性が認められた。炎症性サイトカイン IL-1β については、ヒ
ト単球細胞株（THP-1）との共培養条件下でも検出されず、免疫毒性の兆候は認められなかった。
コメットアッセイでは、A549 細胞に対する顕著な DNA 損傷は確認されなかったが、小核試験で
は 1.5 および 3 µg/cm²の濃度で小核形成が誘導された。これらの知見は、本 CNF が異数性また
は染色体異常を介して遺伝毒性を示す可能性を示唆している。 

Ventura et al.（2023）は、同様にユーカリ・グロビュラス由来の TEMPO 酸化 CNF、セルロー
スミクロフィブリル（CMF）、および CNC について、A549 細胞と THP-1 由来マクロファージ
の共培養系を用いて遺伝毒性を評価した。小核試験およびコメットアッセイの結果、CMF の最低
濃度のみが酸化 DNA 損傷（FPG-コメットアッセイ）を誘導したが、いずれの CNF/CNC も有意
な染色体異常は引き起こさなかった。これらの結果は、Ventura ら（2018）の単一培養系を用い
た結果と併せて、TEMPO 酸化 CNF および CNC が本試験条件下では遺伝毒性を示さないこと、
また CMF については低いながらも遺伝毒性の可能性があることを示している。 

Catalán et al.（2017）は、TEMPO 酸化 CNF（長さ 300–1000 nm、幅 10–25 nm）をマウスに
単回咽頭吸引で投与し、肺および骨髄における遺伝毒性を評価した。C57Bl/6 雌マウスに対し 4
用量（10、40、80、200 µg/マウス）を投与し、24 時間後に評価を行った。肺細胞では、低用量
群で有意な DNA 損傷が確認されたが、BAL 細胞数の増加は認められなかった。骨髄小核アッセ
イでは遺伝毒性の兆候は観察されなかった。CNF は肺において TNF-α、IL-1β、IL-6、CXCL5
の mRNA 発現を用量依存的に増加させ、炎症細胞の動員を促進したが、タンパク質レベルでは顕
著な変化はなかった。組織学的には、CNF がマクロファージに取り込まれ、用量依存的に肺胞へ
の好中球の集積が観察された。これらの結果は、CNF が局所的な急性炎症および肺における DNA
損傷を引き起こすものの、全身性の遺伝毒性は示さないことを示している。 

Hadrup et al.（2019）は、3 種類の CNF（FINE CNF、カルボキシル化 CNF（AS–COOH）、殺
生物剤含有 CNF（BIOCID FINE CNF））をマウスに気管内投与し、DNA 損傷の発現をコメット
アッセイにより評価した。FINE CNF は、投与翌日に肺における DNA 損傷を誘発し、AS–COOH
では最高用量群において 28 日後の BAL 細胞に DNA 損傷が見られた。BIOCID FINE CNF は
FINE CNF よりも高い DNA 損傷レベルを示し、殺生物剤の関与が示唆された。 

de Lima et al.（2012）は、農産物由来 CNF の遺伝毒性を植物細胞（タマネギ根）および動物細
胞（ヒトリンパ球・線維芽細胞）を用いて評価した。細胞種により応答は異なり、植物細胞では
複数の CNF で高い遺伝毒性が見られた一方、動物細胞では茶綿およびクラワ由来 CNF で遺伝毒
性が確認された。ルビーコットン由来 CNF は、いずれの細胞型でも DNA 損傷を誘発しなかっ
た。本研究は、植物由来ナノセルロースの遺伝毒性評価の可能性を示し、農業利用・環境評価へ
の示唆を提供している。 

Aimonen et al.（2022）は、表面化学修飾およびサイズ分画の異なる CNF を用いて、ヒト気管
支上皮細胞（BEAS-2B）における遺伝毒性を評価した。塩化エポキシプロピルトリメチルアンモ
ニウムで修飾された CNF の微細画分では、DNA および染色体損傷が誘発された。また、カルボ
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キシメチル化 CNF の粗大画分においても小核形成が認められた。主な毒性メカニズムは、活性酸
素種（ROS）の生成によると考えられた。 

Vital et al.（2025）は、TEMPO 酸化 CNF および酵素分解 CNF（CMF–ENZ）を対象に、ヒト
腸管細胞を用いた in vitro 消化モデルと、コメットアッセイおよび小核試験を組み合わせたバッ
テリー試験により、遺伝毒性を評価した。その結果、両 CNMs は遺伝子変異および染色体異常を
誘発しないことが確認され、これらの試験においては陰性と判定された。一方で、コメットアッ
セイでは軽度の DNA 損傷が観察され、明確な陽性とは言えないものの、遺伝毒性の可能性を完
全には否定できないとされた。さらに、in vitro 消化処理を施した CNMs では、DNA 損傷の傾向
は一部軽減されたものの、消化後の TEMPO 酸化 CNF の最低濃度において、Caco-2 細胞に染色
体損傷が誘発される結果が得られ、評価は不明確（equivocal）となった。著者らはこれらの結果
を踏まえ、現時点では安全性を示唆する知見が得られているものの、遺伝毒性の可能性を完全に
排除するには至っておらず、さらなる検証が必要であると結論づけている。 

Mejía-Jaramillo et al.（2023）は、バナナ穂軸由来の CNF（BR-CNF）の食品分野への応用可能
性を評価するため、Caco-2 細胞を用いた in vitro 試験を実施し、細胞毒性および DNA 損傷（コ
メットアッセイ）に関する有害作用は認められなかったと報告している。 

Pitkänen et al.（2014）は、フィブリル化セルロースのサイズ分画と毒性との関連を評価した。
細胞毒性は最高濃度でわずかに確認されたものの、Ames 試験や線虫を用いた in vivo 試験では遺
伝毒性は示されなかった。ただし、使用された殺生物剤の影響については今後の検討課題とされ
た。 

Moreira et al.（2009）は、酸と超音波処理により製造されたバクテリアセルロースナノファイ
バーについて、コメットアッセイおよび Ames 試験で遺伝毒性が陰性であることを確認した。細
胞形態への影響は認められなかったが、細胞増殖速度の軽微な低下が観察された。 

Catalán et al.（2015）は、CNC および微結晶セルロースの in vitro 毒性を比較した。CNC は遺
伝毒性および免疫毒性を示さなかったが、非ナノスケールの微結晶セルロースはマクロファージ
で炎症性サイトカインを誘導した。これにより、CNC の安全性が示唆される一方、炎症を介した
間接的な遺伝毒性の可能性が提起され、in vivo 研究の必要性が指摘された。 

下川ら（2021a）は、スギパルプ由来 CNF を用いて Ames 試験および染色体異常試験を実施し、
いずれの試験においても遺伝毒性は認められなかった。 

下川ら（2021b）は、タケパルプ由来 CNF について、Ames 試験、マウスリンフォーマ TK 試
験、in vitro 小核試験を実施したが、いずれの試験系でも遺伝子突然変異および小核形成は観察さ
れなかった。 

なお、食品添加物として利用されている微結晶セルロースの遺伝毒性に関しては、JECFA（1998）
において Ames 試験、マウスリンフォーマ TK 試験、小核試験が実施され、いずれも陰性である
と報告されている。 
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表 2.1 CNFの遺伝毒性評価 
被験材料 細胞／動物 試験方法 試験結果 出典 

TEMPO 酸化
CNF 

A549（THP-1 との共
培養） 

コメットアッセイ、小
核試験 
 

A549 細胞に対して顕著な
DNA 損傷を誘発しなかっ
たが、1.5 および 3 µg/cm2

で小核形成。 

Ventura et 
al. (2018) 

TEMPO 酸化
CNF、セルロース
ミクロフィブリル
（CMF）、CNC 

A549（THP-1 との共
培養） 

コメットアッセイ、小
核試験 

コメットアッセイでは、
CNF と CNC は遺伝毒性を
示さず、CMF は最低濃度
で DNA 鎖切断を誘発。小
核試験では全て染色体異常
なし。 

Ventura et 
al. (2023) 

TEMPO 酸化
CNF 

咽頭吸引したマウスの
肺細胞および気管支肺
胞洗浄細胞 

コメットアッセイ、骨
髄赤血球小核試験
（TG489、TG471 準
拠） 

低用量の CNF で肺細胞の
DNA 損傷の誘導あり。気
管支肺胞洗浄細胞では増加
なし。骨髄小核試験での影
響は検出なし。 

Catalán et 
al. (2017) 

CNF、カルボキシ
ル化 CNF 

気管内投与マウス コメットアッセイ BAL 細胞および肺で DNA
損傷が観察。 

Hadrup et 
al. (2019) 

綿繊維およびクラ
ワ繊維由来 CNF 

タマネギ根（Allium 
cepa）、ヒト末梢血リン
パ球、マウス線維芽細
胞 

染色体異常試験、コメ
ットアッセイ 

緑・白・茶色の綿およびク
ラワ由来 CNF は植物細胞
で遺伝毒性を示し、茶色の
綿およびクラワ由来 CNF
は動物細胞でも遺伝毒性を
示した。ルビーコットン由
来 CNF では、いずれの細
胞型でも有意な DNA 損傷
は認められなかった。 

de Lima et 
al. (2012) 

未修飾 CNF、
TEMPO 酸化
CNF、エポキシプ
ロピルトリメチル
アンモニウムクロ
リド CNF、カル
ボキシメチル化
CNF、原料繊維 

BEAS-2B 細胞 コメットアッセイ、小
核試験 

エポキシプロピルトリメチ
ルアンモニウムクロリド
CNF の微細画分で DNA
損傷と染色体損傷。カルボ
キシメチル化 CNF の粗大
画分で染色体損傷。他のサ
イズ画分や、未修飾
CNF、TEMPO 酸化 CNF
および原料繊維では、遺伝
毒性なし。 

Aimonen 
et al. 
(2022) 

TEMPO 酸化
CNF、酵素分解
CNF 

Caco-2 および HT29-
MTX-E12 細胞 

コメットアッセイ、小
核試験（TG487 準拠） 

遺伝子変異や倍数体性・断
裂性の染色体損傷を引き起
こさない一方で、DNA 損
傷の誘導が示唆される結果
も得られたことから、遺伝
毒性の可能性を完全に否定
できなかった。 

Vital et al. 
(2025) 
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被験材料 細胞／動物 試験方法 試験結果 出典 
バナナ穂軸由来
CNF 

Caco-2 細胞 コメットアッセイ 陰性 Mejía-
Jaramillo et 
al. (2023) 

細かく粉砕したフ
ィブリル化セルロ
ース 

サルモネラ菌、大腸菌 Ames 試験（TG471 準
拠） 

陰性 Pitkänen et 
al. (2014) 

バクテリアセルロ
ースナノファイバ
ー 

チャイニーズハムスタ
ー卵巣細胞、サルモネ
ラ菌、大腸菌 

Ames 試験、コメット
アッセイ（TG471、
TG489 準拠） 

陰性 Moreira et 
al. (2009) 

CNC、微結晶
（非ナノスケー
ル）セルロース 

BEAS-2B 細胞 in vitro 小核試験
（TG487 準拠） 

陰性 Catalán et 
al. (2015) 

スギパルプ由来
CNF 

サルモネラ菌、大腸
菌、チャイニーズハム
スター肺線維芽細胞株
（CHL/IU） 

Ames 試験、in vitro 染
色体異常試験
（TG471、TG473 準
拠） 

陰性 下川ら
(2021a) 

タケパルプ由来
CNF 

サルモネラ菌、大腸
菌、マウスリンパ腫細
胞、チャイニーズハム
スター肺線維芽細胞株
（CHL/IU） 

Ames 試験、マウスリ
ンフォーマ TK 試験、
in vitro 小核試験
（TG471、TG490、
TG487 準拠） 

陰性 下川ら
(2021b) 

TEMPO 酸化
CNF、リン酸エス
テル化 CNF、機
械解繊 CNF 

サルモネラ菌、大腸
菌、マウスリンパ腫細
胞、チャイニーズハム
スター肺線維芽細胞株
（CHL/IU）、気管内投
与したラット骨髄中の
末梢血 

Ames 試験、マウスリ
ンフォーマ TK 試験、
in vitro 染色体異常試
験、ラット赤血球小核
試験（TG471、
TG490、TG473、
TG474 準拠） 

陰性 Fujita et al. 
(2021) 

 
2.3 NEDO委託事業の成果 

工業ナノ材料である MWCNT や剥離グラフェンについても、遺伝毒性バッテリー試験による
評価が報告されている（Ema et al., 2012; Fujita et al., 2018）。これらの知見を踏まえ、NEDO 委
託事業（2017～2019 年度および 2020～2024 年度）では、CNF の遺伝毒性を包括的に評価する
ことを目的として、Ames 試験、マウスリンフォーマ TK 試験、in vitro 染色体異常試験、および
ラット赤血球小核試験の 4 種の試験系を選定し、すべて OECD TG に準拠して実施した（藤田ら, 
2020; Fujita et al., 2023）（図 2.1 参照）。  
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図 2.1 バッテリー試験による CNFの遺伝毒性評価 

 
2.3.1 Ames試験 

リン酸エステル化 CNF、TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF の 3 種の CNF 分散液を被験材料
とし、それらの遺伝子突然変異誘発性を評価した。試験は OECD TG471（1997）に準拠し、
Salmonella typhimurium TA100、TA1535、TA98、TA1537 株および Escherichia coli WP2uvrA
株を用いて細菌復帰突然変異試験（Ames 試験）を実施した。 

ラット肝由来 S9 ミックスを用いた代謝活性化の有無（–S9 および+S9 条件）の両条件下で、プ
レインキュベーション法により試験を行った。予備試験では、最高用量を 100 µg/プレートとし、
6 段階の用量で用量設定試験を実施した。その結果、すべての CNF は–S9 および+S9 条件のいず
れにおいても、陰性対照群の 2 倍を超える復帰変異コロニー数の増加は認められなかった。 

これを受けて本試験では、全菌株に対し同様の 6 用量で実施したが、いずれの条件においても
復帰変異コロニー数の有意な増加は観察されず、結果の再現性も確認された。陽性対照物質（ア
ジ化ナトリウムなど）はすべての菌株で明確な突然変異誘発作用を示し、試験系の妥当性が確認
された。 

以上より、OECD TG471 に準拠して実施した本 Ames 試験の結果、3 種類の CNF はいずれも
遺伝子突然変異を誘発しないと判断され、「陰性」と判定された。 

 
2.3.2 マウスリンフォーマ TK試験 

Ames 試験は、工業ナノ材料による遺伝毒性評価には適していないとされている。主な理由は、
試験結果がほとんど陰性であることに加え、ナノ材料が細菌に取り込まれにくい構造的制約が存
在すること、さらに陽性結果が得られた場合でもその信頼性が低い点にある（Landsiedel et al., 
2009；Elespuru et al., 2018；Landsiedel et al., 2022）。このため、工業ナノ材料の評価には、哺乳
類細胞を用いた突然変異試験が推奨されている。 

そこで、本研究では 2 種類の CNF（TEMPO 酸化 CNF および機械解繊 CNF）の分散液を被験
材料とし、in vitro 遺伝子突然変異試験であるマウスリンフォーマ TK 試験を実施した。試験は、
マウスリンパ腫細胞株（L5178Y tk±）を用い、ラット肝 S9 による代謝活性化系の有無（+S9 お
よび–S9）における短時間処理法および 24 時間連続処理法の 3 条件で行われ、OECD TG490（2014）
に準拠して実施された。 

試験の結果、CNF 処理群（最高用量：100 µg/mL）では、いずれの処理条件においても突然変
異頻度（T-MF）が陰性対照値（Global Evaluation Factor）を超過することはなかった。また、陰
性対照群および無処理対照群の T-MF およびコロニー形成率もすべて許容範囲内であった。陽性
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対照物質（メタンスルホン酸メチル［–S9 および 24 時間処理］、シクロホスファミド［+S9 処理］）
は明確な突然変異誘発作用を示し、試験の信頼性が確認された。 

以上の結果より、OECD TG490 に準拠して実施した本マウスリンフォーマ TK 試験において、
2 種類の CNF はいずれも遺伝子突然変異誘発性を示さないと判断され、「陰性」と判定された。  

 
2.3.3 in vitro 染色体異常試験 

リン酸エステル化 CNF、TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF の 3 種の CNF 分散液を用い、染
色体構造異常および倍数性の誘発性を評価するため、チャイニーズハムスター肺線維芽細胞
（CHL/IU 細胞）を用いた in vitro 染色体異常試験を実施した。本試験は OECD TG473（2016）
に準拠して実施された。 

予備試験として細胞増殖抑制試験を行い、その結果に基づいて処理可能な最高用量を 100 
µg/mL と設定した上で、本試験を実施した。その結果、3 種の CNF のいずれの処理群において
も、染色体構造異常細胞および倍数性細胞の出現頻度に統計学的に有意な増加は認められなかっ
た。一方、陽性対照群（マイトマイシン C およびシクロホスファミド）では、染色体異常の統計
学的に有意な増加が確認され、本試験系の信頼性が確認された。 

以上より、OECD TG473 に準拠して実施した in vitro 染色体異常試験において、3 種の CNF
はいずれも染色体異常誘発性を示さないことが確認され、「陰性」と判定された。 

 
2.3.4 ラット赤血球小核試験 

リン酸エステル化 CNF、TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF の 3 種の CNF 分散液を用い、骨
髄細胞における小核誘発性を評価するため、OECD TG474（2014）に準拠したラット赤血球小核
試験を実施した。 

試験では、各 CNF 分散液（0.5、1.0、2.0 mg/kg）を、1 日 1 回、24 時間間隔で 2 日間連続し
て気管内投与し、最終投与 24 時間後に摘出した大腿骨骨髄細胞を用いて、小核多染性赤血球
（MNPCE）の出現頻度を指標に染色体異常誘発性を評価した。 

その結果、いずれの CNF 処理群においても、陰性対照群と比較して MNPCE の出現頻度に統
計学的に有意な増加は認められなかった。また、多染性赤血球（PCE）の割合にも有意な変化は
みられなかった。さらに、無処理対照群の MNPCE 出現頻度は陰性対照の基準値内に収まり、陽
性対照物質（シクロホスファミド一水和物）は MNPCE の有意な増加を示したことから、試験系
の信頼性が確認された。 

以上より、OECD TG474 に準拠して実施したラット赤血球小核試験において、3 種の CNF は
いずれも小核誘発性を示さず、「陰性」と判定された。 

 
2.3.5 3種類の CNFの遺伝毒性評価 

以上の Ames 試験、マウスリンフォーマ TK 試験、in vitro 染色体異常試験、ラット赤血球小核
試験の 4 種の試験系に基づく遺伝毒性バッテリー試験の結果、リン酸エステル化 CNF、TEMPO
酸化 CNF、機械解繊 CNF のいずれも、全ての試験において遺伝毒性を示さず、「陰性」であると
結論された（Fujita et al., 2021）。 
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2.4 まとめ 
本節では、CNF の遺伝毒性に関する評価結果を概説した。既報では、CNF による遺伝毒性や

DNA 損傷に関する陽性結果が一部で報告されている一方で、OECD TG に準拠した試験におい
ては陰性結果も示されており、現時点では CNF の遺伝毒性について一貫した結論は得られてい
ない。 

これに対し、NEDO 委託事業（2017～2019 年度および 2020～2024 年度）において実施され
た Ames 試験、マウスリンフォーマ TK 試験、in vitro 染色体異常試験、ラット赤血球小核試験の
結果、対象としたリン酸エステル化 CNF、TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF はいずれも「陰性」
と判定された。 

これら 4 種の試験系に基づくバッテリー試験の結果から、試験対象とした 3 種の CNF は、い
ずれも遺伝毒性が「陰性」であると結論された。しかしながら、CNF はその物理化学的特性（繊
維長、太さ、形状、表面官能基、解繊度、純度など）が原料や製造法に依存して大きく異なること
から、CNF ごとにその特性を踏まえた信頼性の高い OECD TG 準拠の試験を実施し、個別に評
価を行うことが重要である。 
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 第 3章 中皮腫の評価 
3.1 はじめに 

繊維状のナノ材料は、アスベスト（石綿）のように吸入によって中皮腫を引き起こすのではな
いかとのリスクが懸念されている。しかしながら、繊維状ナノ材料である CNF において、中皮腫
の発生を検証した報告例はなく、CNF が中皮腫を引き起こす潜在的な可能性は不明である。CNF
による中皮腫発生の信憑性を科学的に検証することは、作業者の健康や安全を確保し、実用化を
推進するためにも重要と考える。 

中皮腫は、中皮細胞から発生するがんであり、多くが悪性である。中皮腫はまれな腫瘍で、こ
れまでの発症の多くはアスベストの吸入が関与していると言われている。中皮腫は中皮細胞が存
在する部位に発生し、胸膜、腹膜、心膜、精巣漿膜に発生することが知られている。中でも、呼吸
により肺を介して外部からの有害物質に暴露される機会が多いことから、胸膜での発生が 8～９
割と多く、次いで腹膜での発生が約１割である（井内ら, 2007）。 

中皮腫の発生ポテンシャルを評価する試験として、げっ歯類の腹腔内に試料を投与し、腹腔の
中皮細胞に腫瘍が発生するかを評価する腹腔内投与試験がアスベストや多層カーボンナノチュー
ブ（MWCNT）などで多く行われている。中皮腫の発生部位を考慮した場合に、被験物質の気管
内投与による胸膜中皮腫の発生の検討は、実際の暴露経路に従った検討として有効であるが、気
管への挿管と投与には熟達が必要であり、不慣れな者が投与した場合、肺内での対象物質の偏在
が生じる可能性がある。このため、投与量のコントロールに技術が必要である。また、気管支肺
胞洗浄液など取得できる生体試料の量が限られ、測定可能な生体マーカーが限定されるといった
課題がある。これに対して腹腔内投与による腹膜中皮腫の発生検討は、投与する分散液の用量の
コントロールが容易であり、また多くの生体試料を得ることが可能で、被験物質の中皮腫誘導の
ポテンシャルを検討すること、また中皮腫が発生した場合に発生機序を検討するためにより多く
の解析を行うことが可能である。そのため、中皮腫発生検討の多くで、腹腔内投与による試験が
行われている。 

本章では、アスベストや MWCNT による中皮腫および中皮細胞に関連した生体応答に関する
既存文献の情報を紹介する。また、NEDO 委託事業（2020～2024 年度）における CNF による中
皮腫発生の検証に関する成果を紹介する。 
 
3.2 既存文献の情報 
3.2.1 アスベストによる中皮腫および中皮細胞に関連した生体応答 

アスベストは吸入暴露により中皮腫を発生させることが確実な物質として認知されている。ラ
ットの腹腔内投与による繊維状物質の発がん性評価では、発がん性には物質の形状、体内残留性、
物質の表面活性の 3 つの要因が重要である。また、アスベストが肺に沈着することで生体反応が
始まる（大和, 1994）。肺でのマクロファージによる除去や溶解性などのクリアランスが低いもの
はより有害となる。特に、直径 0.25 µm 以下、長さ 8 µm 以上の繊維は、発がん性のポテンシャ
ルが高いことが示されている（Stanton-Pott の仮説）（Stanton et al., 1977, 1981; Pott et al., 1974; 
Pott 1981）。これに従えば、アスベストのみならず、多くの繊維状物質に発がん性のポテンシャル
があることになるが、実際には、上記のような形状を持っている繊維状物質のすべてが発がん性
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を示してはおらず、形状は重要な要因ではあるものの、その他の要因との複合的な作用により、
発がんを誘導する。アスベストであっても、クロシドライト（青石綿）とアモサイト（茶石綿）の
発がん性はクリソタイル（白石綿）よりも数十～数百倍高いとされる（Gibbs & Berry, 2008; 
Nicholson & Raffn, 1995）。吸入の場合には、粒子径の大きなものは鼻腔や気管で捕捉され、体外
に排出される。吸入した繊維が肺胞に到達して沈着し、さらに、肺胞から胸膜等の中皮へ移行す
ることによって、中皮腫が発生する。吸入暴露による中皮腫の発生は、中皮細胞における発がん
ポテンシャルだけでなく、肺胞への沈着や中皮への移行も重要な要素である。 

対象物質の物理的・化学的性状のみが考慮されがちであるが、どのような組織が暴露され、ど
のような細胞が応答するのかといった、生物的な要因も考慮すべきである。ある物質について、
すべての細胞が同じような反応をするわけではなく、細胞の種類ごとにその反応は異なる。 

アスベストによる発がんのメカニズムについて、以下の要因が提示されている（豊国, 2013）。 
1) 酸化ストレス説 

アスベストに含まれる鉄が触媒となり、フリーラジカルを産生することで、生体に酸化スト
レスを生じる。発がん性が高いクロシドライトとアモサイトは鉄の含量が高く、in vitro 試験
では過酸化水素の存在下でフリーラジカルを生じる。アスベストにより、生体に酸化ストレス
が生じていれば、細胞および組織レベルでは酸化ストレス応答タンパク質であるヘムオキシゲ
ナーゼ（HO-1）の発現が上昇すると考えられる。そのほか、核因子赤血球系 2 関連因子 2（Nrf2）
を介した酸化ストレス応答タンパク質の発現が上昇する（Pietrofesa et al., 2016）。これらの酸
化ストレス応答タンパク質は、アスベストによって生じた酸化ストレスを軽減する方向に働く。
従って、アスベストのフリーラジカル産生が生体の酸化ストレス負荷に直結するとは限らない
が、これら生体の抗酸化系を超える強い、あるいは持続的なフリーラジカルの産生が生じた場
合、細胞レベルでは細胞内の活性酸素種（ROS）が上昇し、生体では脂質やタンパク質、核酸
の酸化物が増加し、生体の恒常性が崩れて発がんを含む疾病につながる。ラットに 2 mg の用
量でクロシドライトを気管内に投与したとき 6 ヶ月後においても、肺組織で HO-1 の発現が認
められている（Nagatomo et al., 2005）。 

2）染色体分配障害説 
中皮細胞は貪食能を持ち、アスベストを細胞内に取り込む。細胞内に入ったアスベストは、

細胞分裂時に染色体の分配を傷害し、正常な細胞分裂が行えないとする説がある。一方で、マ
クロファージやヒト胸膜中皮由来細胞 MeT-5A は、クロシドライト繊維を細胞内に取り込み、
ラジカルの産生による DNA の損傷が観察されたが、細胞分裂は行われていたという報告があ
る（Jiang et al., 2008）。 

3）分子吸着説 
アスベストは物質を吸着する性質を持つことから、環境中の有害物質などを吸着し、生体や

細胞内に持ち込むことで有害性を生じるとする説がある。この説に従えば、アスベストは吸着
物質を生体内に運ぶキャリアとして機能し、発がん性の強さは、吸着される物質に依存する。
また、アスベストに限らず、粒子状物質でも環境物質の吸着性は認められており、特に工業ナ
ノ粒子は比表面積が大きいことから吸着量も大きい（Horie et al., 2013）。吸着性はアスベスト
や繊維状の物質に限らず、粒子状の物質に見られ、むしろナノ粒子で大きいこと、生体影響は
吸着物質に依存し、アスベストそのものの影響ではないことに留意すべきである。 
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以上の 3 つの説は、アスベストによる有害性の原因であり、この後炎症の誘発や細胞傷害など

様々な生体応答につながり、発がんという結果へと至る。中でも酸化ストレスの惹起は最も重要
な有害因子であると考えられる。すなわち、中皮腫の発生を含むアスベストの有害性において、
暴露後排出されることなく長期期間にわたって体内に留まり、持続的に酸化ストレスおよび炎症
を惹起することが重要である。以下に、アスベストによって引き起こされる生体応答を捉えるた
めのマーカーの知見をまとめる。 

クリソタイルを 5 µg/cm2 の濃度で 72 時間、ヒト胸膜中皮由来細胞 MeT-5A に投与したとき、
繊維症と腫瘍発生に関連する上皮間葉転換（Epithelial to Mesenchymal Transition: EMT）を誘導
する形質転換増殖因子β1（TGFβ1）が上昇することが報告されている（Turini et al., 2019）。
Turini らは、TGFβ1 が、上皮間葉転換を通じた中皮腫の形成のメディエーターとなる可能性を
述べている。また、Turini らによれば、クリソタイルはこのほかにも、カドヘリン-1（CDH1）の
下降など様々な遺伝子発現の上昇あるいは下降を引き起こす。CDH1 の異常は遺伝性びまん性胃
がんの原因となることが知られているが、中皮腫発生との関連性は不明である。MeT-5A に 0.02 
µg/cm2 で 4 ヶ月間アスベストを投与した時、マトリックスメタロプロテアーゼ 2（MMP-2）の発
現が上昇したとの報告があり、細胞の浸潤との関連性が議論されている（Lohcharoenkal et al., 
2016）。胸膜中皮細胞にクロシドライトを 5 µg/cm2 の濃度で 8 時間投与した報告では、インター
ロイキン-1β（IL-1β）遺伝子の発現上昇が報告されている（Dragon et al., 2015）。実際にヒトの
中皮腫患者の血漿および末梢性 CD4+T 細胞を調べた報告（Maeda et al., 2008）では、やはり TGF-
βの上昇が認められているほか、B 細胞リンパ腫-2（BCL-2）およびインターロイキン-10（IL-10）
の上昇も報告されている。また、高移動度群タンパク質 B1（HMGB1）、腫瘍壊死因子-α（TNF-
α）の上昇も報告されている（Ying et al., 2017）。HMGB1 および TNF-αの上昇は、ほかにもア
スベスト暴露歴のあるヒト血清において上昇が認められている報告が多い（Qi et al., 2013; Yang 
et al., 2010; Tabata et al., 2013; Napolitano et al., 2016）。HMGB1 は、マクロファージ動員を促進
して慢性炎症プロセスを維持する損傷関連分子タンパク質であり、TNF-αは炎症メディエーター
であることから、アスベストの暴露によって炎症マーカーが上昇すると考えられる。また、アス
ベスト暴露歴のあるヒトの血清では、メソセリン（MSLN）（Goricar et al., 2020; Creaney et al., 
2013）およびオステオポンチン（OPN）（Pass et al., 2005）が上昇している。 

以上、報告によっていくらか差がみられるものの、アスベストの暴露により、TGFβ1、HMGB1、
TNF-α、IL-1βといった遺伝子の発現上昇が多く報告されている。大別すると、炎症関連遺伝子、
繊維化関連遺伝子、上皮間葉転換遺伝子に動き（対照区に対する上昇または下降）が認められる。
また、MSLN および OPN 遺伝子の発現上昇もアスベスト暴露による中皮腫の発症において重要
であると考えられる。MSLN については、アメリカ食品医薬品局（FDA）が承認した唯一の中皮
腫診断バイオマーカーであるが、低感度であるという課題があり、腫瘍再発監視目的でのみ承認
されている。論文レベルでは、MSLN のほか、HMGB1 や OPN がアスベスト暴露による中皮腫
発生のマーカー候補として提唱されている（Tabata et al., 2013; Napolitano et al., 2016; Chen et 
al., 2017; Creaney et al., 2010）。 
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3.2.2 多層カーボンナノチューブ暴露による中皮腫および中皮細胞に関連した生体応答 
MWCNT はアスベストに比べ試料差が大きく、すべての MWCNT が明確に中皮腫を誘導する

わけではなく、アスベストに比べ報告が少なく不明な点が多い。アスベストと同様に、MWCNT
においても鉄が重要であるとの指摘がある（Visalli et al., 2017）。MWCNT には作製時に触媒と
して用いる鉄やニッケル、イットリウム等の金属が残留しているものがある。 

p53 腫瘍抑制因子遺伝子をノックアウト（欠損）した p53+/-マウスに MWCNT（Mitsui 
MWCNT-7、繊維長 1～20 µm、繊維径 70～170 nm、鉄を 3500 ppm 含む）を、3000 µg/匹の用
量で腹腔内に単回投与し、180 日間飼育した試験では、87.5％の個体に中皮腫が発生した（Takagi 
et al., 2008）。このとき、同時に同様の用量でクロシドライトを投与した結果では、中皮腫の発生
率は 77.8％であった（14 匹/18 匹）。P53+/-マウスにおける中皮種の発生は、用量依存的であっ
た（Takagi et al., 2012）。また、MWCNT-7 を 300、30、3 µg/匹の用量で p53+/-マウスの腹腔内
に投与し、1 年間の観察を行った場合の中皮腫発生率は、それぞれ 95.0（19 匹/20 匹）、85.0（17
匹/20 匹）、25.0（5 匹/20 匹）％であった（Takagi et al., 2012）。これらの実験結果から、ある種
類の MWNCT には、中皮腫の発生を惹起するポテンシャルがあると考えられた。一方で、同時期
に実施された健常マウスへの 4 種類の MWCNT の腹腔内投与試験では、炎症の誘発や肉芽腫の
形成など生体影響は認められたものの、中皮腫の発生は見られなかった（Poland et al., 2008）。 

ラットへの投与試験では、MWCNT-7 を陰嚢内に投与した試験で、52 週間後に 7 匹中 6 匹の
腹腔に中皮腫の発生が認められた（Sakamoto et al., 2009）。一方、体内で溶解するカプセルに入
れた 10 mg の MWCNT（繊維長 1～2 µm、繊維径 10～30 nm）をラットの腹腔内に埋入し、12
か月後に解剖した結果では、肉芽腫の形成が認められたのみで、中皮腫の形成は認められなかっ
た（Varga & Szendi, 2010）。また、健常なラットに MWCNT（繊維長 0.7 µm、繊維径平均 11.3 
nm、を 19700 ppm、鉄を 4900 ppm、コバルトを含む、構造に欠陥あり）を 20 および 2 mg/匹の
用量で腹腔内へ単回投与し、2 年間の観察を行った結果では、中皮腫の発生はそれぞれ、０（0 匹
/50 匹）および 4.0％（２匹/50 匹）と低く、群間に有意差は認められず、本実験に用いた MWCNT
に発がん性はないと結論されている（Muller et al., 2009）。 

アスベストと異なり、MWCNT による中皮腫の誘発は MWCNT の種類によって異なる。現在
までのところ、Takagi らが用いた MWCNT-7 と称される MWCNT が最も強い中皮腫の誘発を示
し、そのほかの MWCNT では中皮腫の発生は弱いか、認められていない。形状が異なる MWCNT
をラットの腹腔内に投与し、中皮腫発生への影響を比較した研究では、繊維径がおよそ 50 nm の
MWCNT（MWCNT-7 等）は、繊維径がおよそ 150 nm（繊維長は両者とも 4～6 µm 程度で大き
く変わらない）の MWCNT に比べ強い炎症を惹起し、高い確率で中皮腫を誘発した（Nagai et al., 
2011）。このとき、繊維径がおよそ 50 nm の MWCNT が中皮細胞に取り込まれ、細胞毒性を示し
たのに対し、繊維径がおよそ 150 nm の MWCNT は中皮細胞に入らず、細胞傷害も示さなかっ
た。また、凝集した MWCNT（繊維長 3 µm、繊維径 2–20 nm）も中皮細胞に入りにくく、中皮
腫の発生も見られなかった（Nagai et al., 2011; Nagai et a l., 2013）。異なる形状の MWCNT をラ
ットの腹腔内に投与した試験では、直線状の MWCNT が早期に高頻度で中皮種を誘導したのに
対し、曲線状の MWCNT では中皮種の発生が遅れた（Rittinghausen et al., 2014）。これらの結果
から、MWCNT による中皮腫の発生には、MWCNT に対する中皮細胞の応答性（特に貪食がキ
ーイベントとなる）が重要であり、MWCNT の繊維径や剛性、凝集状態が関与することが示唆さ
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れている。また、MWCNT による中皮腫の誘導には、形状の違いに加え、がん抑制遺伝子の異常
の有無という生体側の応答の違いが影響すると考えられ、どのような暴露のケースを想定するか
により実験モデルをデザインする必要がある。これらの実験では、発がんというエンドポイント
に着目して組織学的な検討を行っている一方で、中皮腫に至るまでの炎症などの生体分子の動き
は十分に分かっていない。以下にこれまでの疫学的および動物実験による知見からのマーカー候
補を示す。 

MWCNT 暴露作業者の血液を調査した報告において、アスベストと同様に TGFβ1 や TNF-
α、IL-1βの上昇が報告されているが（Shvedova et al., 2016; Fatkhutdinova et al., 2016）、中皮腫
の発生は認められておらず、関連性は不明である。MeT-5A 細胞に 0.02 µg/cm2 で 4 ヶ月間
MWCNT を投与した実験では、MMP-2 の発現が上昇した（Lohcharoenkal et al., 2014）。このと
き、アスベストでも実験を行っており、アスベストも MMP-2 の発現上昇という同様の応答を示
している。また、ラットにおいて気管内投与による中皮腫発生の報告（Numano et al., 2019）があ
る MWCNT-7 を 0.5 mg/rat で気管内投与し 2 年間飼育した実験では、遺伝子発現ではないが、
肺組織において炎症マーカーである CC ケモカイン受容体 2（CCL2）および CC ケモカイン受容
体 3（CCL3）の増加が認められたほか、胸腔洗浄液において、HMGB1 の有意な上昇が認められ
ている。このとき、2 年を待たずに中皮腫の発生により死亡した動物が多くあった。2 年間生存し
た動物では、中皮腫の発生は認められなかった（Saleh et al., 2022）。また、MWCNT-7 を投与し、
52 週後に解剖を行って中皮腫が認められたラットでは、MSLN の上昇も認められており、相関性
が示唆されている（Sakamoto et al., 2010）。アスベストに比べ情報が少ないものの、有害性が高
く中皮腫を誘導する MWCNT では、炎症マーカーおよび MSLN、HMGB1 など、アスベストと
共通した遺伝子の発現応答が起こると考えられる。 

既報を参考としたアスベストおよび MWCNT 暴露によるバイオマーカー候補を図 3.1 にまと
める。 

 
図 3.1 既報を参考としたアスベストおよびMWCNT暴露によるバイオマーカー候補 
*HMGB1 は、中皮腫の発生により上昇するとの報告もあるほか、炎症メディエーターでもある。 

 
3.3 NEDO委託事業の成果 

CNF においては、中皮腫の発生を検証した報告例はなかった。そこで、NEDO 委託事業（2020
～2024 年度）では、中皮細胞等を使った培養細胞試験やマウスを用いた 2 年間の腹腔内投与試験
を実施することにより、CNF による中皮腫発生の検証を行った。機械解繊 CNF、TEMPO 酸化
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CNF およびリン酸エステル化 CNF の 3 種類の CNF を評価対象とした。 
 
3.3.1 マウスの腹腔内投与試験 

3 種類の CNF 分散液を、6 週齢の B6C3F1 マウスの腹腔内に 0.1 mg および 1.0 mg の用量で投
与し、2 年後まで経過観察を行った（Horie et al., 2025）。アスベストや一部の MWCNT による中
皮腫の発症においては、炎症の誘発が重要な要因と考えられていることから、投与から 1 か月、
3 か月、6 か月および 1 年後に解剖を実施し、炎症および中皮腫マーカーを含む発がんマーカーを
中心に CNF の影響を評価した。腹腔内投与であることを考慮し、肝傷害マーカーとしてアスパラ
ギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、炎症マーカーとして IL-1β、C-X-C モチーフケモカ
インリガンド 1（Cxcl-1、ヒトのインターロイキン-8（IL-8）と同様に機能する）および TNF-α、
中皮腫マーカーとして MSLN、腫瘍マーカーとして胸膜中皮腫の進行を促進するとの報告もある
HMGB1（Wang et al., 2019; Suarez et al., 2023）、OPN および TGF-β を測定した。HMGB1 に
ついては、飼育期間後半の 6 か月、１年および２年後に血中濃度を測定した。解剖では、血液お
よび腹腔を 5 mL のリン酸緩衝生理食塩水で洗浄した腹腔内洗浄液を回収した。さらに、肝臓お
よび腎臓を含む消化管を摘出し、10％ホルマリンで固定したのち、ヘマトキシリンエオジン染色
を行い、組織病理観察を実施した。 

各バイオマーカーの測定結果を表 3.1 にまとめた。全期間を通じて、すべての CNF で、低用量、
高用量ともに AST およびいずれの炎症マーカーも非投与群に対して有意差は認められなかった。
OPN は、機械解繊 CNF および TEMPO 酸化 CNF では、全期間を通じて非投与群に対して有意
差は認められなかった。リン酸エステル化 CNF では、投与 3 か月後に高用量群で有意な増加が認
められたが、6 か月後には有意差は認められず、2 年後まで上昇は見られなかった。MSLN は、1
年後に CNF 投与群において非投与群よりも低下する傾向が認められたが、全期間を通じて、非投
与群に対して有意な増加は認められなかった。TEMPO 酸化 CNF を投与したマウスにおいて、
投与１年後に血中 HMGB1 の有意な上昇が認められたが、2 年後では有意差はなかった。また、
リン酸エステル化 CNF では 2 年後の低用量群で有意に増加した。機械解繊 CNF では非投与群と
の間に有意差は見られなかった。投与 2 年後における血中 TGF-β 濃度も非投与群との間に有意
差は認められなかった。全体として、炎症マーカーに有意な変化は認められなかった。腫瘍関連
マーカーにいくつか変動が認められたが、全期間を通じて、CNF 投与群に中皮腫の発生は腹膜を
含むいずれの臓器でも認められなかった。また、全期間を通じて、CNF 投与に起因すると考えら
れる顕著な炎症およびその他の病理所見も認められなかった。一方で、機械解繊 CNF を投与した
マウスでは、高用量群で肝臓および脾臓に白い物質の付着が認められた。この付着物は、投与 1
か月後から 2 年後までの期間を通じて認められた。この付着物は、セルラーゼ処理による評価で
セルロースと推定された。このことから、腹腔内に投与された機械解繊 CNF は、2 年間腹腔内に
滞留していたと考えられた。付着物が認められた個体についても、炎症マーカーおよび腫瘍マー
カーの上昇は認められず、特記すべき病理所見も認められなかった。 
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表 3.1 CNFを腹腔内投与した各バイオマーカーの結果まとめ 
  機械解繊 CNF TEMPO 酸化 CNF リン酸エステル化 CNF 

肝傷害マーカー AST 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

炎症マーカー 
IL-1β 有意差なし 有意差なし 有意差なし 
Cxcl-1 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

TNF-α 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

中皮腫マーカー MSLN 
有意な増加なし 

（1 年後に低下） 
有意な増加なし 

（1 年後に低下） 
有意な増加なし 

（1 年後に低下） 

腫瘍マーカー 

HMGB1 有意差なし 
1 年後に有意な上

昇。6 ヶ月と 2 年後
では有意差なし 

2 年後に低用量群におい
て有意な上昇（p<0.05） 

OPN 有意差なし 有意差なし 

3 か月後に高用量群 
において有意な上昇

（p<0.01）ほかの時点で
は有意な増加なし 

TGF-β 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

組織病理観察 

中皮腫の発生 認められず 認められず 認められず 

顕著な炎症およびそ
の他の病理所見 

炎症なし。全期間を
通じて肝臓および脾
臓に CNF の付着。 

なし なし 

結果は非投与群との比較で示した。HMGB1 は 6 ケ月以降、TGF-β は 2 年後において測定した。 

 
3.3.2 培養細胞試験 

CNF 分散液をヒト由来中皮細胞株である MeT-5A 細胞およびマクロファージ分化 THP-1 細胞
に投与し、WST-1 法により細胞生存率を、乳酸脱水素酵素（LDH）法により細胞膜の損傷を指標
に細胞毒性を評価した。また、中皮腫発生のキーイベントとして重要な炎症誘発の可能性をサイ
トカイン産生を指標に評価した（Horie et al., 2025）。その結果、いずれの CNF 分散液も MeT-5A
および THP-1 に対して細胞毒性を示さなかった。MeT-5A 細胞では、IL-1β および TNF-α な
どの炎症性サイトカインおよび好中球に対するケモカインである IL-8 の誘導も認められず、CNF
による顕著な影響は見られなかった。一方で、THP-1 細胞においては、100 µg/mL の CNF 分散
液の投与により IL-8 の誘導が認められた（表 3.2）。IL-8 の誘導は、特に機械解繊 CNF で強かっ
た。THP-1 細胞においては、IL-1β の誘導も認められた。一方、酸化ストレスマーカーである
HO-1 はいずれの細胞においても CNF 投与による顕著な誘導は認められなかった。また、CNF
を投与した細胞について次世代シーケンサーを用いて網羅的遺伝子発現解析を行ったが、炎症関
連遺伝子について発現の上昇は認められず、顕著な遺伝子発現の差は認められなかった。このよ
うに、CNF 分散液に対する中皮細胞の応答性は低く、顕著な影響が認められなかった一方で、マ
クロファージではサイトカインの誘導が認められたことから、CNF 分散液の潜在的な炎症誘発性
が考えられたが、動物試験においては 2 年間の観察期間を通じて、高用量群でも炎症の誘発は認
められず、持続的な炎症の所見も見られなかった。CNF はマクロファージに対し、炎症性サイト
カインやケモカインの誘導能を示すが、実際の生体においては少なくとも中皮種を含む発がんに
つながるような持続的かつ顕著な炎症応答は引き起こさないと考えられた。 
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表 3.2 CNFを投与した培養細胞試験の結果まとめ 

  MeT-5A 細胞（中皮細胞） THP-1 細胞（マクロファージ） 

  機械解繊
CNF 

TEMPO 
酸化 CNF 

リン酸エス
テル化
CNF 

機械解繊
CNF 

TEMPO 
酸化 CNF 

リン酸エス
テル化
CNF 

細胞毒性 
生存率 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

細胞膜損傷 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 
酸化 

ストレス 
HO-1 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 有意差なし 

炎症誘発性 
IL-8 

わずかに 
減少 

わずかに 
減少 

わずかに 
減少 

高用量で 
上昇 

高用量で 
上昇 

高用量で 
上昇 

IL-1β 検出せず 検出せず 検出せず 
高用量で 

上昇 
高用量で 

上昇 
高用量で 

上昇 
各 CNF を 10 または 100 µg/mL の濃度で細胞に投与し、24 時間保持した。 

 
3.4 まとめ 

中皮種を誘導する物質として、アスベストおよび一部の MWCNT が知られている。アスベスト
が中皮種を引き起こすメカニズムには、酸化ストレスの誘導、細胞分裂の阻害、環境中の有害物
質の吸着が挙げられている。また、中皮細胞によって貪食されることや、体内に取り込まれたの
ち排出されずに長期間残留することが中皮種発生の重要な要因とされている。MWCNT について
は、繊維径がおよそ 50 nm のものが中皮細胞に取り込まれ、高い確率で中皮腫を誘発する一方で、
繊維径がおよそ 150 nm のものや凝集したものは中皮細胞に取り込まれず、中皮種を引き起こさ
なかったことから、形状や凝集状態が中皮種誘導に大きく関与していると推察される。さらに、
アスベストや MWCNT による中皮種の誘導においては、混在する鉄が重要な役割を果たすとい
う知見も得られている。体内に留まったアスベストや MWCNT に含まれる鉄が持続的な酸化ス
トレスを引き起こし、慢性的な炎症を含む様々な生体影響を与え、最終的に発がんに至るとされ
る。中皮種に至る生体影響を把握するためのマーカーとして、HMGB1、MSLN、OPN、TGFβ
1、TNF-α、IL-1βなどが候補として挙げられる（図 3.1）。 

CNF においては、中皮腫の発生を検証した報告例はなかった。そこで、NEDO 委託事業（2020
～2024 年度）では、中皮細胞等を使った培養細胞試験やマウスを用いた腹腔内投与試験により、
CNF による中皮腫発生の検証を行った。3 種類の CNF（機械解繊 CNF、TEMPO 酸化 CNF およ
びリン酸エステル化 CNF）をマウスに腹腔内投与し、2 年間の観察を行ったが、いずれの CNF で
も中皮腫の発生は認められなかった。また、細胞試験でケモカインや炎症性サイトカインの誘導
が認められたことから、炎症の誘発が懸念されたが、動物試験においては少なくとも投与 1 か月
以降では炎症は認められなかった。アスベストで血中濃度の上昇が報告されている炎症マーカー、
中皮腫マーカー類の上昇は観察期間を通じて認められず、CNF の投与に起因すると考えられる顕
著な病理所見も見られなかった。このように、試験を行った３種類の CNF については、中皮腫発
生に至るキーイベントである炎症は認められず、中皮腫の発生も見られなかった。 
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 第 4章 吸入影響の評価 
4.1 はじめに 

CNF の実用化と社会実装を推進するうえで、安全性に対する懸念を解消することは不可欠であ
る。CNF への暴露は、製造・加工施設での作業中だけでなく、スプレー製品などの消費者製品の
使用時、さらには住宅建材や農業資材など広範な応用分野でも発生し得る。このような暴露経路
の中でも、特に呼吸器系に対する影響が懸念されており、安全性確保の観点から、吸入影響に関
する有害性試験の実施と評価が重要な課題となっている。 

吸入影響を明らかにすることは、作業者の労働安全の確保だけでなく、一般消費者および環境
への潜在的なリスクの最小化に向けた科学的根拠の構築にも資する。本章では、まずセルロース
および微結晶セルロース（MCC）の吸入影響に関する既存文献を概観し、これらの物質による生
体影響に関する基礎的な知見を整理する。次に、CNF およびセルロースナノクリスタル（CNC）
に関する吸入影響の研究動向を紹介し、それらのナノスケール特有の毒性や作用機序について検
討を加える。さらに、NEDO 委託事業において実施された動物試験および培養細胞試験の結果に
基づき、CNF の吸入影響評価の現状と課題を詳述する。特に、CNF の物理化学的特性と生体応答
との関係性に着目し、毒性発現のメカニズムについて考察する。最後に、これらの知見を総括し、
今後の研究課題と方向性について議論を行う。 

化学物質の吸入毒性評価には、OECD 試験ガイドライン（Test Guidelines: TG）に基づく以下
の試験が規定されている：TG403（急性吸入毒性試験）、TG412（28 日間亜急性吸入毒性試験）、
TG413（90 日間亜慢性吸入毒性試験）。これらの試験では、被験物質をエアロゾル化し、動物に
全身あるいは鼻部で吸入させる手法が採用される。しかし、CNF のような不溶性ナノ材料の場合、
エアロゾルの長時間安定生成や濃度制御が技術的に困難であり、試験の実施には高度な設備と専
門的な技術を要する。このため、試験実施のコストや時間的負担が大きく、対応可能な研究機関
も限定されている。 

現時点では、CNF に関する OECD TG に準拠した全身吸入暴露試験の報告は確認されていな
いものの、CNC については一部で実施例が報告されている。一方、より簡便な吸入影響評価法と
して、口腔咽頭吸引法（咽頭に被験物質の懸濁液を滴下し、誤嚥によって肺へ到達させる方法）
や、気管内投与法（懸濁液を直接気管内に投与する方法）が用いられており、CNF に関する複数
の研究がこれらの手法を用いて実施されている（詳細は 4.2.2 節および 4.3.1 節参照）。さらに、
NEDO 委託事業（2020～2024 年度）においては、福井大学にてラットを用いた鼻部吸入暴露試
験が実施され、その成果が報告されている（4.3.2 節参照）。 

また、培養細胞を用いた in vitro 試験は、動物試験と比較して短期間・低コストで実施できるた
め、小規模研究施設でも導入しやすい利点がある。現時点で、CNF に関する細胞毒性試験の報告
は限られているものの、簡易かつ迅速な吸入影響評価手法としての可能性が注目されており、
NEDO 事業においてもその開発と評価が進められている（詳細は 4.2.3 節および 4.3.3 節参照）。 
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4.2 既存文献の情報 
4.2.1 セルロースおよびMCCの吸入影響評価 

これまでの研究では、セルロースや MCC は一般に生物学的に不活性とされることが多いが、
気管内投与によって肺炎症、線維化、肉芽腫形成を引き起こす可能性があることも報告されてい
る。炎症は一過性である場合もあるが、反復または高用量暴露では慢性影響に至ることもある。
このため、肺への影響を包括的に評価するには、動物試験に加えて培養細胞を用いた毒性評価が
重要であると指摘されている。 

Tátrai et al.（1995）は、松の木材粉塵およびセルロースの曝露により、同様の肉芽腫性炎症お
よび線維症が誘発されることを報告した。一方で、繊維成分を含まない木材粉塵抽出物ではその
ような影響は認められなかったことから、セルロースが線維化性肺疾患の主因である可能性が示
唆された。さらに、セルロースは白血球において過酸化水素やスーパーオキシドアニオンの産生
を誘導し、酸化ストレスを介した線維化促進のメカニズムが示唆された。 

Tátrai et al.（1996）は、ラットへの気管内単回投与（15 mg/匹）により、肉芽腫性肺胞気管支
炎や気管支肺胞洗浄液（BALF）中 IgA の増加が認められたと報告した。病理学的には、I 型肺胞
上皮細胞の損傷および II 型細胞の不完全な修復が確認され、肺胞‐毛細血管バリアの破綻による
線維症の進行が示唆された。 

Adamis et al.（1997）は、気管内投与後の BALF 分析により、初期段階から間質性浮腫や炎症
の兆候が出現し、1 か月後には線維性肺炎に進行することを明らかにした。これに対し、同一物質
を用いた培養細胞試験ではマクロファージへの明確な毒性は確認されなかった。 
Nagato et al.（2008）は、BALB/c マウスに MCC を気管内投与し、30 日間の観察を行った。投
与直後の好中球増加や肺胞虚脱、気道から肺実質への移行が確認され、一過性ながら肺力学に影
響を及ぼすことが示された。 

Milton et al.（1990）は、ハムスターを用いて綿粉塵、セルロース、エンドトキシンの肺毒性を
比較した。エンドトキシンでは肺気腫様反応が生じたのに対し、セルロースでは肺弾性の低下と
肉芽腫形成、隔壁肥厚が観察された。また、綿粉塵ではセルロースとエンドトキシンの両者によ
る影響が複合的に見られた。これらの結果より、セルロースは比較的不活性とされるものの、肺
への炎症性および線維性の影響を無視できないことが示された。 
 
4.2.2 CNFおよび CNCの動物試験 

CNF の吸入影響に関する動物試験については、複数の総説論文が報告されている。Ede et al.
（2019）は、CNF の短期吸入暴露が、従来のセルロースや他の難溶性・低毒性粉塵と同様に一過
性の炎症反応を引き起こすものの、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）やアスベストに見ら
れるような深刻な健康影響とは性質が大きく異なることを報告している。Ventura et al.（2020）
の総説では、CNF および CNC の細胞内への取り込みは全体として低く、酸化ストレス誘導、顕
著な細胞毒性、遺伝毒性は確認されていないとされている。特に長繊維の CNF はマクロファージ
に貪食されにくく、炎症誘発性も低い可能性が示唆されている。 

一方、一部の研究では、CNF が in vitro において DNA 損傷、in vivo において染色体異常を
引き起こし、遺伝毒性を示すとの報告も存在する。CNC に関しては、棒状粒子がマクロファージ
に貪食される過程で、その表面の化学修飾の程度に応じて中等度から重度の炎症反応を引き起こ
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すことが知られており、これと比較して CNF の炎症反応は一般に軽度であるとされている。 
さらに、げっ歯類を用いた動物試験においては、CNT は CNF や CNC に比べて一貫して肺の

炎症、間質性線維症、肉芽腫、気管支肺胞過形成、さらには発がん性といった深刻な毒性影響を
示している。これらの違いは、材料の剛性や表面特性など、物理化学的性状の相違によるものと
考えられている。 

Stoudmann et al.（2020）は、CNF の吸入影響に関する科学的理解は依然として不十分であり、
特に体内に取り込まれた後の残留性についての知見が不足していることを指摘している。また、
低用量での長期暴露による慢性影響に関する研究の必要性を強調し、CNF の原料加工や製造工程
における職業的吸入暴露が健康リスクとなる可能性を踏まえ、作業環境での適切な管理と防護措
置の重要性を述べている。 

NEDO 委託事業（2017～2019 年度）では、CNF の吸入影響に関する動物試験調査が実施され
た（Sai and Fujita, 2020）。さらに、2020～2024 年度の NEDO 委託事業では、セルロース、MCC、
および CNF を対象に吸入毒性に関する知見が体系的に整理され、肺炎症反応、肺内分布と残留
性、マクロファージによる貪食挙動、さらには in vitro における細胞毒性評価に関する情報が蓄積
された（Fujita and Moriyama, 2025）。 

2017 年以降、多様な動物種、曝露経路、試験期間を用いた研究が報告されている。具体例とし
ては、マウスに対する口腔咽頭吸引による 28 日間試験（Ilves et al., 2018）、24 時間試験（Catalán 
et al., 2017）、14 日間試験（Park et al., 2018；Song et al., 2020）、気管内投与による 28 日間試験
（Hadrup et al., 2019；Fujita et al., 2023a；Yamashita et al., 2024）、ラットに対する気管内投与の
90 日間試験（Fujita et al., 2021）および 28 日間試験（Fujita et al., 2025a；Fujita et al., 2025c）、
さらにラットの鼻部吸入暴露による 28 日間試験（Yamashita et al., 2025）などが挙げられる（表
4.1 参照）。以下に概要を述べる。なお、NEDO 委託事業における詳細な試験内容については、4.3
節『NEDO 委託事業の成果』で詳述する。Ilves et al.（2018）は、4 種類のナノフィブリル化セル
ロース（NFC）について、マクロファージ細胞株およびマウスを用いた呼吸暴露実験により免疫
調節作用を評価し、その結果をバルクセルロースおよび剛直な多 MWCNT と比較した。NFC は
MWCNT に比べて炎症誘発能が弱く、バルクセルロースと同等またはそれ以上の免疫調節反応を
示した。また、非官能化 NFC はアニオン性基で修飾された NFC よりも炎症反応を引き起こしや
すいことが明らかとなり、NFC が肺内に少なくとも 1 か月間残留することも確認された。 

Catalán et al.（2017）は、TEMPO 酸化 NFC をマウスに咽頭吸引投与し、遺伝毒性を評価し
た。投与 24 時間後、肺細胞において用量依存的に DNA 損傷が認められた一方、骨髄には影響が
みられなかった。これにより、NFC が肺に急性の炎症反応を引き起こす可能性が示唆された。 

Park et al.（2018）は、CNF、CNC、単層カーボンナノチューブ（SWCNT）、およびアスベス
ト（ASB）を BALB/c マウスに咽頭吸引投与し、肺および免疫系への影響を比較した。ASB およ
び SWCNT は 14 日後に顕著な炎症反応を示したのに対し、CNF ではアスベスト様の反応は認め
られず、免疫応答は主に Th1 様のプロファイルを示した。 

Hadrup et al.（2019）は、NFC のカルボキシル化による肺および全身毒性の軽減効果を検討し
た。3 種類の NFC（FINE NFC、カルボキシル化 NFC [AS（-COOH）]、および殺生物剤を含む
BIOCID FINE NFC）をマウスに気管内投与し、28 日後に影響を評価した。FINE NFC では肺胞
洗浄液中の好中球増加および血中 SAA3 レベルの上昇が認められたが、AS（-COOH）ではこれ
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らの反応が抑制されていた。これにより、NFC のカルボキシル化が肺および全身への毒性軽減に
寄与し、ヒドロキシ基（-OH）が炎症反応の誘発に関与している可能性が示された。 

Song et al.（2020）は、雌性 C57BL/6 マウスに CNF を口腔咽頭吸引投与し、肺毒性および遺
伝子発現への影響を RNA シーケンスにより解析した。投与後 3 日目には顕著な炎症反応が確認
され、94 遺伝子の上方制御および 107 遺伝子の下方制御が認められた。これらの遺伝子は主に炎
症および免疫関連経路に関与していた。14 日目には遺伝子発現の変化は減少し、肺の恒常性が回
復傾向にあることが示唆された。 

 
表 4.1 動物試験による CNFの吸入影響評価 

# 被験材料 動物 投与方法 投与量 観察時期 出典 
1 NFC、バルクサイズのセル

ロースフィブリル、
MWCNT 

マウス 口腔咽頭吸引 10, 40 
µg/body 

投与後 28 日 Ilves et al. (2018) 

2 TEMPO 酸化 NFC マウス 口腔咽頭吸引 10, 40, 80, 200 
µg/body 

投与後 24 時
間 

Catalán et al. 
(2017) 

3 NCF、CNC、SWCNT、
クロシドライトアスベスト 

マウス 口腔咽頭吸引 40 µg/body 投与後 14 日 Park et al. (2018) 

4 NFC、カルボキシル化
NFC 

マウス 気管内投与 6, 18 µg/body 投与後 28 日 Hadrup et al. 
(2019) 

5 TEMPO 酸化 CNF マウス 口腔咽頭吸引 50 µg/body 投与後 3 日、
14 日 

Song et al. (2020) 

6 TEMPO 酸化 CNF、機械
解繊 CNF、MWCNT 

ラット 気管内投与 0.5, 1.0, 2.0 
mg/kg 

投与後 90 日 Fujita et al. (2021) 

7 TEMPO 酸化 CNF、
MWCNT 

マウス 気管内投与 80 µg/body 投与後 28 日 Fujita et al. 
(2023a) 

8 短尺機械解繊 CNF マウス 気管内投与 200 µg/body 投与後 28 日 Yamashita et al. 
(2024) 

9 TEMPO 酸化 CNF、機械
解繊 CNF、短尺機械解繊
CNF、MWCNT 

ラット 気管内投与 2.0 mg/kg 投与後 28
日、90 日 

Fujita et al. 
(2025a) 

10 機械解繊 CNF ラット 鼻部吸入暴露 1.5, 7, 35 
mg/m3 

投与後 28 日 Yamashita et al. 
(2025) 

11 TEMPO 酸化 CNF、機械
解繊 CNF、CNC、
MWCNT 

ラット 気管内投与 2.0 mg/kg 投与後 28 日 Fujita et al. 
(2025c) 

 
CNC を用いた動物試験の結果については、複数の報告がある。以下に概要を述べる（表 4.2 に

要約）。 
Joseph et al.（2021）は、CNC の全身吸入がラットの肺毒性および遺伝子発現に与える影響を

評価し、BALF 中の LDH 活性や炎症性サイトカイン、酸化剤産生、好中球およびマクロファージ
の増加を確認した。肺組織では軽度の炎症およびマクロファージ蓄積が観察され、バイオインフ
ォマティクス解析により、炎症および酸化ストレス関連経路の活性化が明らかとなった。 
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Yanamala et al.（2014）は、CNC の粒子形態が免疫毒性に与える影響を検討し、CNCS および
CNCP の両形態において肺炎症が観察されたが、粉末形態（CNCP）の方がより顕著な組織損傷
を誘発した。一方で、ゲル形態（CNCS）は酸化的修飾タンパク質の蓄積を引き起こし、粒子形状
とサイズが毒性発現に影響する可能性が示唆された。 

Farcas et al.（2016）は、CNC 曝露による雄マウスの生殖毒性を評価し、暴露後 3 か月にわた
り精子の濃度、運動性、形態、DNA 損傷に有意な影響が認められた。これらの変化は、精巣にお
ける炎症性サイトカインの発現増加、酸化ストレス亢進、および性ホルモンバランスの乱れと関
連していた。 

Shvedova et al.（2016）は、CNC の反復暴露による肺毒性を雌雄の C57BL/6 マウスで比較し、
肺炎症、酸化ストレス、TGF-β およびコラーゲンの増加に伴う肺機能障害を確認した。特に雌マ
ウスにおいて毒性影響が強く、性差による感受性の違いが示された。 

これらの知見を総合すると、CNF および CNC の吸入影響に関する科学的理解は依然として不
十分であり、特に体内への取り込み後の残留性や慢性影響に関する信頼性の高いデータは限定的
である。このため、肺への低用量かつ長期的な暴露を対象とした系統的な試験の実施が急務であ
る。また、吸入後の全身移行や他臓器への影響、免疫応答、慢性毒性に関する評価も今後の重要
な研究課題として位置づけられる。この「免疫応答」に関しては、Čolić et al.（2020）がナノセル
ロース（特に CNF および CNC）の免疫系への影響を評価し、免疫寛容（tolerance）を誘導する
能力があることを示している。これは、免疫系が過剰に反応せず、炎症を抑制する方向に働くこ
とを意味しており、創傷治癒や組織再生などへの応用可能性を示唆するものである。一方で、こ
うした免疫調節作用が長期曝露下でも維持されるかについては未解明である。さらに、曝露条件
と生体応答との関連性を明らかにするためには、in vitro および in vivo の試験系の相関性を検証
する研究の推進が強く求められる。 

 
表 4.2 動物試験による CNCの吸入影響評価 

# 被験材料 動物 投与方法 投与量 観察時期 出典 
1 CNC ラット 全身吸入暴露 20 mg/m3, 

6 時間/日 
14 日間暴露後 Joseph et 

al. (2021) 
2 CNCS（ゲル/懸濁液）、

CNCP（粉末） 
マウス 口腔咽頭吸引 50, 100, 200 

µg/body 
投与後 24 時間 Yanamala 

et al. 
(2014) 

3 CNC マウス 口腔咽頭吸引 40 µg/ body, 
2 回/週, 3 週間 

投与後 90 日 Farcas et 
al. (2016) 

4 CNC マウス 口腔咽頭吸引 40 µg/ body, 
2 回/週, 3 週間 

投与後 90 日 Shvedova 
et al. 
(2016) 

5 CNC、TEMPO 酸化
CNF、機械解繊 CNF、
MWCNT 

ラット 気管内投与 2.0 mg/kg 投与後 28 日 Fujita et 
al. (2025c) 
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4.2.3 CNFの培養細胞試験 
CNF の吸入影響を評価する代表的モデルとして、肺胞上皮細胞（A549）を用いた試験が複数

報告されている（Menas et al., 2017; Pinto et al., 2022）。また、工業ナノ材料の生体内応答（特
に炎症）に深く関わる免疫細胞であるマクロファージを対象とした CNF の細胞試験も報告され
ている（Yanamala et al., 2016; Bhattacharya et al., 2017）。これらの報告の多くでは、CNF の細
胞毒性は比較的低いことが示唆されている。以下に概要を述べる（表 4.3 に要約）。なお、
NEDO 委託事業における詳細な試験内容は 4.3 節『NEDO 委託事業の成果』で詳述する。 

Menas et al.（2017）は、A549 細胞を用いて CNC および NCF の細胞毒性を比較した。5 種
類のナノセルロース粒子を 24 時間および 72 時間暴露した結果、NCF は CNC よりも高い毒性
を示した一方、CNC は炎症性サイトカインの分泌がより顕著であった。また、A549 細胞への粒
子取り込みに関しては、CNC は取り込まれるのに対し、NCF はほとんど取り込まれなかった。
さらに、サイトカインのクラスタリング解析により、NCF はカーボンナノファイバーに類似し
た反応を示し、CNC はキチンに近い反応を示すことが明らかとなり、物理化学的特性が毒性に
影響することが示唆された。 

Pinto et al.（2022）は、A549 細胞にセルロースミクロフィブリル（CMF）、CNF、CNC を暴
露し、MWCNT を対照に比較した。CNF および CMF では細胞内取り込みが確認されたが、
CMF は MWCNT とは異なり細胞毒性を示さなかった。遺伝毒性については、CNF および CNC
では認められず、CMF のみ小核形成頻度の増加が見られたものの、酸化的 DNA 損傷とは関連
しないと結論づけられた。 

Yanamala et al.（2016）は、A549 細胞およびマクロファージ化 THP-1 細胞を用いて様々なセ
ルロース系ナノ材料（CNM）の生物学的応答を評価した。A549 細胞では細胞毒性はほとんど見
られなかったが、THP-1 細胞では特に CNC およびリグニンコーティングされた CNF で細胞毒
性や炎症反応が強く、表面特性が細胞応答に影響する可能性が示された。 

Bhattacharya et al.（2017）は、マクロファージ化 THP-1 細胞を用いて 19 種類のナノ材料の
サイトカインプロファイリングを行い、MWCNT や ZnO などは高い細胞毒性を示す一方で、
CNF を含むナノセルロース材料は細胞毒性を示さないことを確認した。 

Lopes et al.（2017）は、ヒト皮膚線維芽細胞、肺細胞、単球由来細胞を用いて未修飾および表
面修飾された NFC ゲルの生体影響を検討した。未修飾 NFC 処理細胞では TNF-α および IL-
1β の産生増加が認められたが、表面修飾によって炎症誘発性が軽減されることが明らかとな
り、表面化学的修飾が炎症応答に及ぼす影響を示唆している。 

Aimonen et al.（2022）は、BEAS-2B 細胞を用いて CNF の取り込みと遺伝毒性を評価した。
細胞取り込みは確認されたものの顕著な細胞毒性はなく、カチオン性およびアニオン性 CNF は
ROS 生成を介した遺伝毒性を示したが、すべての CNF に一般化できないと結論づけた。 
  



第 4 章 吸入影響の評価 

-39- 

表 4.3 細胞試験による CNFの吸入影響評価 
# 被験材料 細胞 暴露期間 暴露濃度 エンドポイント 出典 
1 CNC、NCF A549 24、72

時間 
1.5, 15, 45 
µg/cm2 

細胞毒性、酸化ス
トレス、サイトカ
イン 

Menas et al. 
(2017) 

2 セルロースミクロフィブリ
ル（CMF）、CNF、CNC 

A549 24 時間 1.5, 3, 6, 
12.5, 25, 50 
µg/cm2 

細胞内移行性、細
胞毒性、遺伝毒性 

Pinto et al. 
(2022) 

3 CNF を含む様々なセルロ
ース系ナノ材料（CNM） 

A549, 
THP-1 

24、72
時間 

< 300 
µg/mL 

細胞毒性、細胞膜
損傷、サイトカイ
ン 

Yanamala et 
al. (2016) 

4 CNF THP-1 24、48
時間 

< 100 
µg/mL 

細胞毒性、サイト
カイン 

Bhattacharya 
et al. (2017) 

5 未修飾および修飾 NFC HDF, 
MRC-5, 
THP-1 

24 時間 50～500 
µg/mL 

細胞毒性、ROS、
サイトカイン、細
胞内観察 

Lopes et al. 
(2017) 

6 未修飾および修飾 CNF BEAS-2B 24 時間 4～1000 
µg/mL 

細胞毒性、ROS、
細胞内観察 

Aimonen et 
al.（2022） 

7 TEMPO 酸化 CNF、機械
解繊 CNF 

MeT-5A, 
A549, 
HaCaT, 
Caco-2, 
THP-1, 
NR8383 

24 時間 2.6, 26 
µg/mL 

細胞毒性、サイト
カイン 

Horie et al. 
（2023） 

8 TEMPO 酸化 CNF、リン
酸化 CNF、機械解繊
CNF、柑橘 CNF、ACC 法
CNF、CNC 

NR8383 24、48
時間 

100 µg/mL 細胞毒性、ROS、
サイトカイン、細
胞内観察、網羅的
遺伝子発現解析 

Fujita et al. 
(2025b,  
2025c) 

 
4.3 NEDO委託事業の成果 
4.3.1 気管内投与試験による CNFの吸入影響評価 

NEDO 委託事業（2017～2019 年度）においては、国立研究開発法人産業技術総合研究所と民
間企業が共同で、CNF の吸入影響を評価するための試料調製手法の開発および特性評価を行い、
ラットを用いた気管内投与試験による有害性評価を実施した。これらの成果は、「セルロースナノ
ファイバーの有害性試験手順書」（藤田ら, 2020）および「A Manual for Toxicity Testing of Cellulose 
Nanofibers」（Fujita et al., 2023b）として取りまとめられている。 

さらに、NEDO 委託事業（2020～2024 年度）では、より多様な CNF を対象とした評価を可能
にすることを目的に、動物試験に依存しない簡便かつ迅速な吸入影響評価手法の開発およびその
妥当性評価を進めた。 

本節では、本委託事業で実施された研究の概要と各研究項目の内容について詳述する。 
一般に呼吸器系への有害性評価としては、ラットやマウスなどのげっ歯類を用いた吸入暴露試

験が広く実施されている（Kasai et al., 2016）。しかし、吸入暴露試験には大規模な試験設備と高
額な維持費が必要であり、被験材料を均一にエアロゾル化し、リアルタイムでその濃度を計測・
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管理する技術も不可欠である。そのため、すべての被験材料についてこの方法を適用することは
現実的に困難である。 

一方、被験材料を液中に分散し、実験動物の気管内に直接投与する気管内投与試験は、より簡
易な装置と少量の試料で実施可能であり、肺への投与量を正確に制御できる利点がある。このた
め、工業ナノ材料に対する吸入毒性評価の代替手法として広く用いられており、我々もこれまで
複数の研究報告を行っている（Honda et al., 2017; Fujita et al., 2016; Fujita et al., 2015a; Fujita et 
al., 2015b; Fujita et al., 2010; Fujita et al., 2009a; Fujita et al., 2009b）。しかし、2017～2019 年度
の NEDO 委託事業当時、CNF に関する気管内投与試験の報告は、マウスを用いた 28 日間試験の
1 件（Hadrup et al., 2019）のみに限られていた。 

気管内投与試験とは、液中に分散させた被験材料を動物の気管内に直接投与し、その後の肺組
織における炎症などの生体反応を指標として毒性を評価する手法である。これは、被験材料を空
気中に浮遊させて吸入させる吸入暴露試験とは根本的に異なる試験形態であり、その違いを十分
に理解した上で試験設計を行う必要がある。とりわけ、気管内投与試験では、液中の被験材料を
一度に投与する際に、局所的な過剰暴露によって実際の吸入環境とは異なる生体反応が引き起こ
されるボーラス効果（bolus effect）が生じる可能性があるため、試料調製や投与量の設定には慎
重を要する。 

CNF を気管内投与する場合には、スラリー状または粉末状の CNF を、その物理化学的特性を
維持した状態で適切に分散調製することが必要である。また、吸入毒性に関連する指標として、
CNF 分散液の物理化学的特性および生物学的応答性の評価が極めて重要である。さらに、投与後
の肺内における CNF の分布や残留性を評価するには、肺組織からの CNF の抽出および分析手法
の確立が不可欠である。 

これらの技術的課題に対応するため、NEDO 委託事業（2017〜2019 年度および 2020〜2024 年
度）では、CNF の気管内投与試験法の開発とその普及に取り組んできた（図 4.1 参照）。以下に、
各研究項目の詳細を述べる。 

 

 
図 4.1 CNF気管内投与試験の開発 
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4.3.1.1 気管内投与試験のための CNF試料調製と特性評価 
気管内投与試験は、液体中に分散させた被験材料をげっ歯類等の気管内に直接投与し、その後

の生体反応や組織変化を観察することで吸入影響を評価する手法である。この試験を適切に実施
するには、CNF 分散液を凝集や沈殿のない安定な状態で調製することが不可欠であり、試験目的
や材料特性に応じた最適な調製条件の設定が重要となる。 

試料調製と並行して、CNF の特性評価も同様に重要である。吸入影響を定量的に評価するため
には、適切な用量設定が必要であり、本試験では JIS 規格（JIS P 8203:2010）に準拠して CNF の
絶乾濃度を測定した。加えて、吸入毒性に関連する可能性のあるパラメーターとして、分散液の
粘度、pH、ゼータ電位、ならびに CNF の繊維径や繊維長などの物理化学的特性を詳細に評価し
た。 

CNF は天然由来の木材パルプから製造されることから、懸濁液中に微生物が混入するリスクが
ある。このため、生物学的特性の評価として、一般細菌、カビ、エンドトキシンおよび β-グルカ
ンの定量分析も実施した。動物試験では投与物中の微生物への配慮が不可欠である一方、殺菌剤
の使用には制約があることから、本研究ではガンマ線照射を用いた非加熱・非化学的な微生物不
活化処理を採用した。吸収線量を 0.5、1、5、10 kGy に設定して評価した結果、10 kGy では繊維
長の顕著な短縮が認められた一方、0.5～1 kGy の範囲では物理的特性にほとんど影響を与えず、
かつ細菌およびカビに対して十分な殺菌効果を示すことが確認された（Ogura et al., 2025; Horie 
et al., 2023）。この結果は、CNF を用いた動物試験においてガンマ線照射が有効な微生物不活化手
段となり得ることを示している。 

気管内投与試験では、投与された被験材料が肺内で均一に分布しているかを確認することが重
要である。しかしながら、CNF は透明であるため、組織切片上での視認性が低く、分布評価が困
難である。この課題に対応するため、NEDO 委託事業（2017～2019 年度）においては、化学染
料で染色した CNF を用いて、生体内における残留性および分布の定量的評価を可能とする新規
の独自手法を開発した。染色には、組織由来の背景と干渉せず、かつ CNF から離脱しにくい化学
染料を選定した。その結果、肺各葉における CNF の分布状況および残存量を明確に把握すること
が可能となった（藤田ら, 2020; Fujita et al., 2023b; Fujita et al., 2025a）。なお、本手法の詳細につ
いては、4.3.1.3.4 節『肺炎症および CNF の残留性評価』にて詳述する。 

 
4.3.1.2 CNFの気管内投与手法の開発 

気管内投与試験では、専用の投与器具を用いて被験材料を動物の気管内に直接投与するが、被
験材料の粘度や刺激性によっては、投与直後にげっ歯類で窒息や行動異常が生じるおそれがあり、
適切な有害性評価の妨げとなる可能性がある。また、CNF は粘性を有するため、投与器具からの
射出が困難であり、肺組織内に均一に分布しないリスクがある。 

この課題に対応するため、本研究では CNF 分散液の濃度および投与器具からの射出性を事前
に評価する手法を開発した（藤田ら, 2020；Fujita et al., 2023b）。さらに、染色 CNF を用いてラ
ットへの気管内投与を行い、肺内における CNF の分布状態を観察した。 
とりわけ重要な課題は、肺組織中に分布した CNF の抽出および定量的分析である。これに対し、
超音波処理と酵素分解を組み合わせた抽出法を開発し、染色 CNF の分光学的特性を利用した定
量解析を行うことで、肺内の残存量を精度高く評価可能とした（藤田ら, 2020）。 
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4.3.1.3 気管内投与試験 
4.3.1.3.1 気管内投与後 90日間の肺炎症評価 

予備試験として、CNF 分散液をラットに気管内投与し、投与後数日間にわたって一般状態の観
察を行いながら、分散液の粘度や濃度など、投与に適した調製条件および許容可能な用量を検討
した。 

本試験では、3 種の CNF および比較対照として MWCNT を、0.5、1.0、2.0 mg/kg の用量でラ
ットに気管内投与し、投与後 90 日間にわたり肺における炎症などの影響を評価した。繊維径およ
び繊維長の分布がほぼ同等である TEMPO 酸化 CNF およびリン酸エステル化 CNF は、投与初
期に肺胞領域で炎症反応を誘発したものの、90 日後には炎症の軽減が確認された。一方、針葉樹
漂白クラフトパルプ由来の機械解繊 CNF は、投与後に終末細気管支周囲に沈着し、比較的太く長
い繊維が確認された（図 4.2）。この CNF による肺胞での急性炎症反応は、リン酸エステル化 CNF
や TEMPO 酸化 CNF によるものと比較して軽度であり、同様に 90 日後には炎症の軽減が見られ
た。対照群として使用した MWCNT は、試験期間を通じて持続的かつ重度の肺炎症を引き起こ
し、90 日後までに炎症が収束することはなかった。階層的クラスター分析の結果、3 種の CNF は
遺伝子発現プロファイルにおいて類似していたが、MWCNT のプロファイルはこれらとは大きく
異なることが明らかとなった。以上の結果から、CNF による肺炎症反応は、その繊維径および繊
維長の分布と関連しており、MWCNT と比較してその炎症誘発性は限定的であることが示唆され
た（Fujita et al., 2021）。 

 CNF が肺胞や終末細気管支まで到達する要因として、そのサイズがナノまたはサブマイクロ
オーダーであり、吸入性粉塵（ISO 7708 の定義では、4 µm 粒子で 50%カットオフ）に近似して
いる点が挙げられる。特に、ラットを用いた研究では、空気力学的メディアン径（MMAD）が 5
～10 µm 以上になる粒子は肺胞領域に沈着しにくいことが報告されている（大和、1994）。これに
対し、CNF はその小さいサイズゆえに、繊毛による気道の防御機構によって排出されやすい一般
的なサイズのセルロース粒子とは異なり、肺深部に達する特徴を持つと考えられる。 

ただし、この推察は CNF を液中に分散させて直接動物に投与した気管内投与試験の結果に基
づいており、実際の暴露条件では異なる可能性があることに留意する必要がある。暴露下の CNF
の形態は、気中での液滴の大きさや乾燥状態により、大きく変わると考えられる。一般に、数十
µm を超える液滴は重力によって落下し、数十 µm 未満の液滴は迅速に揮発するため、CNF 水分
散液の飛沫が発生した場合、乾燥して凝集した粒子が吸入される可能性がある（第 7 章参照）。ま
た、CNF 水分散液の飛沫を評価した研究では、乾燥させた場合には凝集した固形粒子が確認され
たが、気中で乾燥させずに捕集した液滴では網目状の CNF が観察された（小倉ら, 2020）。さら
に、湿度が非常に高く液滴の揮発が起こりにくい場合や、液滴が水分散液ではなく揮発しにくい
オイルなどの媒質である場合には、繊維状態の CNF に暴露される可能性も考えられる。したがっ
て、CNF 水分散液の飛沫が発生し吸入される際の CNF の形態については、今後の研究で詳細に
検討する必要がある。 
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図 4.2 終末細気管支周囲に沈着した投与後１日目の機械解繊化 CNF 
 

4.3.1.3.2 機械解繊 CNFの吸入影響評価：マウスを用いた 28日間気管内投与試験 
NEDO 委託事業（2020～2024 年度）において、福井大学は短尺の機械解繊 CNF（平均繊維長

約 500 nm、平均繊維径約 45 nm）の吸入影響を評価するため、雄性 C57BL/6JJmsSlc マウスに対
し 0.2 mg/body の用量で単回気管内投与試験を実施した（Yamashita et al., 2024）。 

試験期間中、対照群および投与群に死亡例は認められなかった。投与後 3 日目には、一時的な
体重減少、好酸球数の有意増加、網赤血球数の有意減少、および肺重量の増加が観察された。し
かし、これらの変化はいずれも一過性であり、28 日後には血液学的パラメーターや病理学的所見
に有意な異常は認められなかったことから、これらは適応反応による一時的な現象と考えられる。 

 
4.3.1.3.3  COPD病態モデルマウスを用いた CNFおよびMWCNTの呼吸器影響比較 

CNT の吸入暴露が肺疾患に関連する気道リモデリングや線維化を誘発する可能性が指摘され
ているものの、そのメカニズムは未だ十分に解明されていない（Mercer et al., 2011; Porter et al., 
2010）。そこで、本研究では、たばこ主流煙により誘発された慢性閉塞性肺疾患（COPD）モデル
マウスに対し、CNF および MWCNT を気管内投与し、28 日後の吸入毒性を比較評価した（図
4.3）（Fujita et al., 2023a）。 

80 µg/body の TEMPO 酸化 CNF 投与群では、28 日目において組織学的変化、BALF 成分、炎
症性サイトカインレベルに有意な変動は認められなかった。これは、CNF が肺の炎症に強く影響
せず、たばこ煙による炎症の回復を妨げない可能性を示唆している。一方、同量の MWCNT 投与
群では、28 日目に顕著な組織学的変化、BALF 中の細胞数増加および炎症性サイトカインの上昇
が確認された。 

以上の結果から、CNF の肺影響は MWCNT に比べて軽微であり、たばこ煙による炎症の回復
を阻害しないことが明らかとなった。 
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図 4.3 COPD病態モデルマウスを用いた CNFおよびMWCNTの呼吸器影響の比較 

 
4.3.1.3.4 肺炎症および CNFの残留性評価 

ラットにおける気管内投与後 28 日目の肺炎症について、TEMPO 酸化 CNF、針葉樹漂白クラ
フトパルプの機械解繊化 CNF、短尺機械解繊 CNF の 3 種類を使用して評価を行った（Fujita et 
al., 2025a）。また、これらの CNF 懸濁液中に含まれるエンドトキシンの影響を評価するために、
リポ多糖（LPS）を投与して比較検討を行った。この結果、TEMPO 酸化 CNF は軽度の肺胞炎症
を引き起こし、針葉樹漂白クラフトパルプの機械解繊化 CNF は肉芽腫の形成を誘発し、短尺機械
解繊 CNF は炎症と肉芽腫の両方を引き起こすことが明らかになった。BALF 分析では、TEMPO
酸化 CNF による白血球およびマクロファージの増加、針葉樹漂白クラフトパルプの機械解繊化
CNF による総タンパク質の増加、短尺機械解繊 CNF による好中球およびサイトカイン（MIP-
1α、IL-1β、IL-18）の増加が認められた。LPS の影響は最小限であり、これにより CNF 懸濁液
中のエンドトキシンの影響は限定的であると判断された。 

CNF の分解や肺内での残留性に関する情報は依然として限られている。CNF は透明であるた
め、組織中での同定が困難である。この課題を解決するため、事前に化学染色を施した CNF を使
用した。さらに、超音波処理と酵素分解を組み合わせた新たな抽出法を開発し、この手法を用い
て染色 CNF の分光学的計測を実施した。このアプローチにより、組織中での CNF の追跡および
定量が可能となり、信頼性の高いデータを得ることができた（Fujita et al., 2025a）。 

90 日間にわたる追跡試験の結果、開発した染色 TEMPO 酸化 CNF および機械解繊 CNF は、
肺内に長期的に残留することが明らかとなった（図 4.4）。さらに、透過型電子顕微鏡観察により、
肺胞マクロファージ内に CNF が存在することが確認された。これらの結果から、CNF の肺内分
解は極めて緩やかであり、長期間にわたり蓄積する可能性があることが示唆された（Fujita et al., 
2025a）。加えて、CNF の繊維径や繊維長が肺内での蓄積パターンや炎症反応に異なる影響を及ぼ
す可能性があり、これらの物理化学的特性が CNF の長期的な影響を規定する重要な要因である
ことが明らかになった。これらの結果を踏まえ、CNF の残留性およびそれに伴う炎症応答を包括
的に評価するためには、さらなる長期的研究が必要であると考える。特に、低濃度での慢性的な
暴露がもたらす影響についての知見を深めることで、規制やリスク評価への科学的根拠を提供す
ることが重要である。 
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図 4.4 気管内注入後のラットの肺組織における推定残留 CNFの経時変化  

 
4.3.1.3.5 CNFの肺炎症および全身性免疫評価 

90 日間にわたる追跡試験の結果、染色した TEMPO 酸化 CNF および機械解繊 CNF が肺内に
長期的に残留することが確認されたことから、各種 CNF が肺内に残留する可能性を踏まえ、これ
らの材料が全身性の免疫応答に影響を及ぼすかについて検討を行った。具体的には、ラットにお
ける気管内投与後 28 日目の肺炎症を対象に、TEMPO 酸化 CNF、針葉樹漂白クラフトパルプ由
来の機械解繊 CNF、CNC の 3 種類のナノセルロース（NC）を用いた比較評価を実施した（Fujita 
et al., 2025c）。各材料は 2.0 mg/kg で投与され、28 日後にはすべての NC が肺胞マクロファージ
に貪食されていた。TEMPO 酸化 CNF および CNC は炎症性マーカーに変化を示し、特に CNC
は最も顕著な組織変化を引き起こした。一方、機械解繊化 CNF は限局的な炎症および肉芽腫形成
を示したが、BALF 中の変化は最小限にとどまった。いずれの NC も MWCNT と比較して炎症反
応および組織変化は軽度であり、脾臓および胸腺におけるリンパ球サブセットに有意な変化は認
められず、全身性免疫毒性は確認されなかった。 

4.3.2 吸入暴露試験による CNFの吸入影響評価 
NEDO 委託事業（2020～2024 年度）において、福井大学では CNF の吸入影響評価を目的に、

試料調製手法の開発および特性評価を行った。さらに、OECD 試験ガイドライン 412（TG412）
に準拠したラットを用いる吸入暴露試験を実施した。本試験では、機械解繊 CNF（fib-CNF）を
用い、ラットに対して毎日 6 時間、28 日間にわたり鼻部吸入暴露を行った（Yamashita et al., 2025）。
暴露濃度は高濃度 35 mg/m³、中濃度 7 mg/m³、低濃度 1.5 mg/m³の 3 段階で設定した。 

試験の結果、体重、血液学的および生化学的パラメーターにおいて、fib-CNF 暴露群と対照群
間で有意な差は認められなかった。一方、肺組織の病理学的評価では、fib-CNF 暴露群において
肺胞および肺リンパ節におけるマクロファージ増加が観察され、肺重量の有意な増加も確認され
た。特に高濃度群で顕著な影響が見られ、低濃度群では軽度の炎症反応に留まった。 

これらの知見から、fib-CNF の急性吸入毒性における無毒性量（NOAEL）は 1.5 mg/m³未満と
推定された。 

 
4.3.3 培養細胞試験による簡易かつ迅速な吸入影響評価手法の開発と評価 

前節で述べたとおり、NEDO 委託事業（2017～2019 年度）では代表的な 3 種の CNF を対象に
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気管内投与法の開発と試験を進めた。しかし、CNF の実用化が進む一方で、すべての CNF 特性
を評価するには、高コストかつ長期間を要する動物試験の実施は現実的ではない。また、3R 原則
（代替：Replacement、削減：Reduction、苦痛の軽減：Refinement）に基づき、動物試験に依存
しない簡便な培養細胞試験による安全性評価の重要性が国際的に高まっている。 

培養細胞試験は動物試験と比較して短期間かつ小規模な施設・装置で実施可能であり、多様な
工業ナノ材料の毒性評価に広く活用されている。これまでに我々も複数の研究成果を報告してい
る（Fujita et al., 2009, 2013, 2015a, 2018, 2020）。しかしながら、CNF に関する培養細胞試験に
よる吸入影響評価は、国際的にみてもまだ十分な進展をみていないのが現状である。 
こうした背景を踏まえ、NEDO 委託事業（2020～2024 年度）では、多様な CNF の評価を目的
に、培養細胞試験を用いた簡便かつ迅速な吸入影響評価手法の開発およびその検証を実施した。
培養細胞試験の結果はヒトの吸入影響を完全に網羅するものではないが、多様な CNF の細胞レ
ベルでの影響を評価することで、代表的な CNF を対象とした動物試験の結果を補完し、その同等
性評価に資することが期待される。以下に各研究項目の概要を示す（図 4.5）。 
 

 
図 4.5 CNFの吸入影響評価の開発 

 
4.3.3.1 CNFの調製および特性評価 

これまでの工業ナノ材料に関する培養細胞試験や、CNF 懸濁液の物性に関する知見を踏まえ、
NEDO 委託事業（2020～2024 年度）では、CNF の細胞影響評価において以下の 4 点が極めて重
要であると判断した：(1) エンドトキシンの混入、(2) 微生物汚染、(3) 培地成分による CNF へ
の吸着、(4) 培地成分の影響による CNF の凝集・分散状態の変化。これらの観点から既存の関連
文献を精査し、CNF に対する培養細胞試験の課題と対応策をまとめた総説論文を発表した
（Moriyama et al., 2022）。 

一般的な細胞培地には、塩類・アミノ酸・糖・微量栄養素を含む pH 平衡溶液に加え、ウシ胎児
血清（FBS）などの血清成分、抗生物質、抗真菌剤などが含まれる。一方で、CNF はチキソトロ
ピー性など特異な物理化学的特性を有しており、培地中で凝集しやすく、また血清成分への吸着
も起こり得る。このため、CNF を適切に分散させた上で細胞試験を実施するには、試料調製方法
の最適化とその特性評価が不可欠である。 

本研究では、CNF の特性に基づく培養細胞試験の信頼性を高めるため、分散状態の維持、凝集
防止、ならびに生物学的安全性を確保する調製法を開発し、その物理化学的・生物学的特性を評
価した（図 4.6）。特に、植物由来のセルロースが細菌や真菌の栄養源となる可能性があることか
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ら、CNF の微生物汚染やエンドトキシン混入の有無についても重点的に調査を行った。 
その結果、抗生物質、高温処理、高圧蒸気滅菌はいずれも CNF 懸濁液中の微生物除去には有効

であったが、高温処理および高圧蒸気滅菌は CNF の物理化学的特性を損なうことが明らかとな
った。さらに、これらの処理ではエンドトキシンや β-グルカンの不活化には効果がないことも判
明した（藤田ら, 2023）。したがって、培養細胞試験では抗生物質により微生物の影響は抑制可能
である一方、エンドトキシンや β-グルカンの影響については慎重な検討が必要である。 
また、4.3.1.1 節『気管内投与試験のための CNF 試料調製と特性評価』で詳述するように、本事
業では CNF の物性を保持したまま殺菌可能な手法としてガンマ線照射技術を採用し、効果的な
無菌化プロセスを確立した（Horie et al., 2023）。 
 

 

図 4.6 CNFの調製方法の開発および特性評価 
 
4.3.3.2 培養細胞試験 
4.3.3.2.1 ラット肺胞マクロファージによる CNFの影響評価 

ラット肺胞マクロファージ（NR8383）を用いて CNF の細胞毒性試験を実施した（Fujita et al., 
2025b）。供試試料として、TEMPO 酸化 CNF、リン酸エステル化 CNF、針葉樹漂白クラフトパ
ルプの機械解繊化 CNF、柑橘類の皮由来 CNF（Hideno et al., 2019）、水中カウンターコリジョン
（ACC）法による針葉樹漂白クラフトパルプの粗大分画 CNF、および超微細分画 CNF（Hideno 
et al., 2019）の 6 種類を用いた。 

その結果、いずれの CNF 暴露群でも顕著な活性酸素の生成は確認されなかったが、TEMPO 酸
化 CNF、リン酸エステル化 CNF、針葉樹漂白クラフトパルプの機械的フィブリル化 CNF への暴
露では、ミトコンドリア脱水素酵素活性の増加や炎症性サイトカインの産生が見られ、炎症関連
遺伝子の誘導が観察された。一方、柑橘類の皮由来 CNF、ACC 法による針葉樹漂白クラフトパル
プの粗大分画および超微細分画 CNF では、これらの影響は顕著でなかった。 
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さらに、CNF 懸濁液中の細菌やエンドトキシンなどの生物学的汚染と細胞への影響との明確な
相関は認められず、CNF が顕著な細胞毒性を持たない可能性が示唆された。また、染色 CNF を
用いた試験により、NR8383 細胞が暴露後 24 時間で CNF を貪食することが確認された（図 4.7）。 

これらの結果から、一部の CNF は肺胞マクロファージを適度に活性化する一方で、他の CNF
は生体適合性を示す可能性があることが示唆された。また、CNF の細胞影響には、原料供給源や
製造工程、物理化学的性質が重要な要因であることが明らかになった。 

 

 
図 4.7 染色した TEMPO酸化 CNFを貪食した NR8383細胞 

 
4.3.3.2.2 ラット肺胞マクロファージによる CNCの影響評価 

ラット肺胞マクロファージ（NR8383）を用いて CNC の細胞毒性試験を実施した（Fujita et al., 
2025c）。供試試料として、標準の CNC1、硫酸加水分解した CNC2、脱硫化した CNC3 の 3 種類
を用いた。 

その結果、すべての CNC が NR8383 細胞に取り込まれ、炎症性サイトカインの産生が時間依
存的かつ材料依存的に増加した。特に CNC2 および CNC3 では、IL-1α、IL-1β、IL-6、IL-18、
MCP-1、MIP-1α、TNFα などのサイトカインが顕著に上昇し、CNC2 では GM-CSF の有意な
増加も認められた。TEM 観察では、CNC1 が細胞内に取り込まれ、空胞様構造内に電子密度の高
い粒子として確認された。 

細胞生存率の評価では、24 時間曝露時には大きな変化は見られなかったが、48 時間曝露では
CNC3（100 µg/mL）により細胞生存率が有意に低下し、時間依存的な細胞毒性が示された。CNC1
および CNC2 では軽微な影響にとどまった。 

さらに、炎症反応、酸化ストレス、アポトーシス、細胞外マトリックス（ECM）分解に関連す
る遺伝子群の発現解析では、CNC2 が最も強い転写応答を示し、特に Ccl5、Ccl12、Hmox1、
Serpine1、Sod2、Mmp3、Mmp9、Mmp12 などの遺伝子が有意に上昇した。 

これらの結果から、CNC は NR8383 細胞に対して炎症性応答を誘導し、特に CNC2 および
CNC3 は強い炎症性サイトカイン産生と遺伝子発現変化を引き起こすことが示された。CNC3 は
軽度〜中等度の細胞毒性を示し、長時間曝露により細胞生存率の低下が認められた。したがって、
CNC の生物学的影響は、繊維の形態や表面特性によって大きく調節されることが示唆され、これ
らの物理化学的要因が細胞応答の強度や性質を左右する重要な因子と考える。 

 
4.3.3.2.3 ガンマ線照射による微生物不活化と細胞応答評価 

CNF 懸濁液の微生物汚染状況と培養細胞試験への影響を評価した結果、CNF 懸濁液には微生
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物の汚染が認められ、LPS 様活性も確認された（Horie et al., 2023）。これらの汚染への対策とし
て、吸収線量 0.5、1、5、10 kGy のガンマ線照射を行い、6 種類の培養細胞（HaCaT、A549、Caco-
2、MeT-5A、THP-1、NR8383）を用いて細胞への影響を評価した。その結果、1 kGy の照射に
より微生物の減少が確認され、殺菌効果が認められた。また、CNF の物理的特性への影響は最小
限にとどまった。一方、10 kGy の照射では完全な殺菌が達成されたが、CNF の繊維長が短縮する
傾向が観察された。さらに、CNF 懸濁液は LPS 様の細胞応答を誘導し、特にマクロファージにお
いて IL-8 の強い誘導が確認された。しかし、10 kGy 以上の照射を行っても LPS 様活性の不活化
は認められなかった。以上の結果から、CNF 懸濁液には微生物および LPS 様活性による汚染の
可能性が示唆され、in vitro 細胞毒性評価においてガンマ線照射を用いた殺菌が有効であることが
確認された。しかし、試験結果に与える LPS 様活性などの汚染物質の影響については十分に考慮
する必要があることが明らかになった。 
 
4.3.3.2.4 三次元ヒト気道モデルを用いた評価 

ヒト組織を模倣した三次元ヒト気道モデルを用いて、CNF の細胞影響評価を実施した。被験材
料として、TEMPO 酸化 CNF、リン酸エステル化 CNF、針葉樹漂白クラフトパルプの機械解繊
化 CNF のスラリーを用いた。これらに超純水を加え、自転・公転ミキサーで混練し、1,000 µg/mL
の CNF 調製原液を作製したのち、細胞培地と混合して 100 µg/mL の CNF 培地分散液を得た。
ヒト気道三次元モデルを所定の時間培養後、各試料を細胞上部に添加し、添加後 24 時間培養した
後に細胞膜損傷レベル（LDH 活性）を評価した。その結果、いずれの CNF も培地のみで培養し
た対象群と比較して有意な細胞毒性は認められなかった。また、細胞膜損傷以外の細胞影響とし
て炎症惹起も考えられたが、炎症応答に関与する遺伝子の発現変動も顕著ではなかった（森山, 
2023）。 

 
4.3.4 成果の普及 

NEDO 委託事業（2017～2019 年度）では、開発した試験手法および適用事例をもとに、2020
年に「セルロースナノファイバーの有害性試験手順書」を作成し、さらに 2023 年にはその英語版
にあたる「A Manual for Toxicity Testing of Cellulose Nanofibers」を発行した（Fujita et al., 2023b）。
続く NEDO 委託事業（2020～2024 年度）においては、2022 年および 2025 年に「セルロースナ
ノファイバーの安全性評価書」を取りまとめた。これらの成果文書は、産業技術総合研究所 安全
科学研究部門のウェブサイト（https://riss.aist.go.jp/）および同部門が運営する Nano Safety Web 
Site（https://riss.aist.go.jp/nanosafety/）にて無償で公開している。 

また、研究成果は複数の学術論文としても公表された。主な発表内容は以下の通りである： 
 CNF の吸入影響に関する総説（Sai and Fujita, 2020；藤田, 2024；Fujita and Moriyama, 2025） 
 CNF 分散液の滅菌手法に関する検討（Sai et al., 2020） 
 CNF の気管内投与試験に関する研究（Fujita et al., 2021；2023a；2025a；2025c；Yamashita 

et al., 2024） 
 CNF の吸入暴露試験に関する報告（Yamashita et al., 2025） 
 CNF の細胞影響試験における課題に関する総説（Moriyama et al., 2022） 
 CNF の細胞影響評価に関する研究（Horie et al., 2023；Fujita et al., 2025b 
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 CNC の細胞影響評価に関する研究（Fujita et al., 2025c） 
これらの取り組みにより、CNF の安全性評価に関する知見を広く共有するとともに、今後のリ

スク評価および国際標準化に資する基盤情報の整備が進められた。 
 

4.4 まとめ 
4.4.1 既存論文の知見 

既存の研究報告から得られた CNF の吸入影響に関する主な知見は以下のとおりである： 
 CNF の短期暴露によって引き起こされる炎症反応は一過性であり、従来のセルロースや他の

難溶性低毒性粉塵と類似している。これは、MWCNT やアスベストが引き起こす影響とは明
確に異なる。 

 CNF による炎症は、CNC に比べて軽度である。 
 CNF および CNC は、CNT 類に比べて、肺における炎症、線維化、肉芽腫形成、気管支肺胞

過形成、さらには腫瘍形成といった深刻な病態を引き起こす可能性が低い。これらの違いは、
材料の剛性や表面特性といった物理化学的特性に起因していると考えられる。 

一方で、CNF の吸入影響は未解明の部分も多く、特に体内への取り込み後の残留性や長期影響
については、引き続き検討が必要である。 

 
4.4.2 NEDO委託事業の知見 

NEDO 委託事業（2017～2019 年度、2020～2024 年度）における試験結果から、以下の知見が
得られた： 
 繊維径の細い化学修飾 CNF では、投与後に肺胞炎症を誘発するものの、その炎症は 90 日後

には減弱した。 
 繊維径の太い機械解繊 CNF による炎症は、化学修飾 CNF に比べて軽度であり、同様に 90

日後には減弱が確認された。また、肺胞以外にも終末細気管支周辺への滞留が観察された。 
 CNF が引き起こす炎症反応は、MWCNT に比べて有意に軽度である。 
 投与後、炎症が沈静化したにもかかわらず、肺胞マクロファージによる CNF の貪食が継続し

て観察された。これは、マクロファージが CNF を取り込みながらも活性化を起こしていない
可能性を示唆している。 

 CNF は肺内でのクリアランス（排除）が遅く、長期的に残留する傾向がある。 
 CNF は肺胞や終末細気管支まで到達することが確認されており、その局在は繊維径や長さな

どの物理的特性によって左右される。これにより、局所的な炎症反応の発現様式が異なると
考えられる。 

 CNF の短期暴露による脾臓および胸腺におけるリンパ球サブセットの解析では、有意な変化
は認められず、全身性免疫毒性の兆候は確認されなかった。 

これらの結果を既存文献の知見と照らし合わせると、CNF の吸入影響に関して以下のような相
違点および新たな知見が示された： 
 既存文献では、CNF の短期暴露による炎症が一過性で軽度であるとされていたが、NEDO 事

業では異なる形態（繊維径や表面修飾）による CNF で炎症の強度や持続性に差異があること
を明らかにした。 
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 特に、肺胞以外の部位（例：終末細気管支）への CNF の滞留や、マクロファージによる貪食
が炎症の収束後も継続するという知見は、既存研究では十分に言及されておらず、新たな観
察結果である。 

 また、CNF の局在や炎症反応が物理的サイズ（繊維径・長さ）と密接に関連している点につ
いても、既報にはない具体的な知見として加わった。 

 さらに、CNF が肺内に長期間残留する可能性があることが動物試験で示された点は、既存研
究では示唆にとどまっていたものであり、NEDO 事業によって明確に裏付けられた。 

以上の結果から、CNF の吸入影響評価においては、単に「CNF」と一括りにするのではなく、
物理化学的特性の違いを踏まえた個別評価の必要性が示唆されるとともに、既存文献の補完およ
び発展に貢献する重要な成果であると位置づけられる。 

 
4.4.3 今後の課題 

これまでの知見を踏まえ、CNF の吸入影響評価に関する今後の研究課題は以下のとおりである。
動物試験および培養細胞試験の両面からの検討に加え、総合的・実践的な評価体系の構築が求め
られる。 
（１）動物試験に関する課題 
 中長期的影響の評価の不足：慢性暴露による影響評価は依然として不十分であり、長期暴露

試験の実施によって、肺や全身への遅発性影響の把握が必要である。 
 肺内分解および残留性の検証：CNF の肺内での分解速度や残留性の把握は、影響の持続性評

価やリスク評価の前提となるため、詳細な検証が求められる。 
 免疫学的影響の検討：短期暴露では全身性免疫毒性は認められなかったが、CNF の長期残留

を踏まえ、中長期暴露による免疫系への影響について系統的な評価が求められる。 
 暴露様式の実環境との整合性：現在主に用いられている気管内投与や液体懸濁液の吸引によ

る暴露法に加え、エアロゾル化した CNF を用いた吸入暴露試験の実施が望まれる。これによ
り、実際の産業現場における暴露環境をより的確に再現できる。 

 物理化学的特性の影響解明：原材料や製造法による繊維径・長さ・形状・表面特性・解繊度・
純度の違いが、炎症誘導性や肺内残留性に与える影響について、より系統的な検討が必要で
ある。 

（２）培養細胞試験に関する課題 
 適切な分散状態の評価系構築：CNF の懸濁状態は評価結果に大きく影響するため、細胞培地

中での分散安定性を保つ条件や評価方法の開発が課題である。 
 外部因子の影響分離：CNF 懸濁液中に含まれる可能性のある微生物やエンドトキシンの影響

を除外する評価系の確立により、CNF 本来の生体影響を正確に把握できるようにする必要が
ある。 

 非炎症性エンドポイントおよびバイオマーカーの探索：炎症に加え、免疫応答、細胞毒性、
遺伝子発現変動などの複合的な影響を捉える多面的な指標の導入が求められる。とくに、サ
イトカインプロファイルや酸化ストレスマーカーなど、新たなバイオマーカーを用いた評価
手法の導入は、炎症以外の影響を捉える上で有効である。 

 CNF 特性と生体応答の関連解明：繊維径、長さ、表面修飾などの物理化学的・生物学的特性
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と細胞応答との関連を体系的に評価し、特定の CNF が細胞に与える影響の機序を解明する
ことが期待される。 

（３）全体的な課題と今後の展開 
 試験結果の統合的評価：動物試験と培養細胞試験の結果を横断的に統合し、整合的なリスク

評価フレームワークの構築が求められる。異なる試験系間の相関解析により、評価の信頼性
を高める必要がある。 

 実環境を踏まえたリスク評価の深化：実際の作業環境における暴露シナリオと結び付けたリ
スク評価が不可欠である。そのためには、吸入影響評価のための標準化された試験法や暴露
評価手法の確立が急務である。 

 新規 CNF の個別評価の重要性：CNF は製造プロセスにより特性が大きく変化することから、
新たに開発・市場投入される CNF については、既存データの単純な外挿に依存せず、個別の
安全性評価と慎重なリスク評価を実施すべきである。 
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 第 5章 皮膚影響の評価 
5.1 はじめに 

CNF は、その軽量性・高強度・生分解性といった特性から、従来の紙製品や樹脂補強材にとど
まらず、住宅建材、農業資材、さらには医療・化粧品分野など多岐にわたる応用が進んでいる。
このような利用の広がりに伴い、CNF への暴露機会も増加すると考えられ、特に製造・加工現場
における作業者の安全確保や、日常生活での皮膚接触によるリスクに対する懸念が高まりつつあ
る。 

とりわけ、皮膚は外界と接する第一のバリアであり、CNF のような微細構造を持つ材料が皮膚
を通過して体内に取り込まれる可能性があるか、あるいは炎症や刺激を引き起こすかどうかは、
安全性評価において重要な論点である。 

本章では、CNF の皮膚に対する影響について、既存文献に基づく知見を概観するとともに、
NEDO 委託事業（2017〜2019 年度）で実施された皮膚透過性および皮膚刺激性の試験結果をも
とに、安全性に関する評価と今後の課題を考察する。 

 
5.2 既存文献の情報 

CNF およびセルロースナノクリスタル（CNC）の皮膚影響に関する既存の評価は、主に培養細
胞を用いた in vitro 試験によって行われている。以下に、代表的な報告を表 5.1 にまとめるととも
に、各研究の要点を示す。 

Kim et al.（2019）は、CNF（種類不明）の化粧品応用を念頭に、HaCaT 細胞および HDF-α
細胞を用いた細胞毒性試験ならびに三次元培養モデルによる皮膚刺激性および眼刺激性試験を実
施した。細胞毒性は濃度依存的に観察された（HaCaT 細胞で≥156 µg/mL、HDF-α 細胞で≥313 
µg/mL）が、三次元培養モデルにおいては、皮膚および眼に対する明確な刺激性は認められなか
った。このことから、使用濃度の適正な設定が重要であることが示唆された。 

Lopes et al.（2017）は、ヒト皮膚線維芽細胞（HDF）を用いて、未修飾および化学修飾（カル
ボキシメチル化や陽イオン性官能基付与）されたナノフィブリル化セルロース（NFC）ゲルの生
物学的応答を比較した。その結果、いずれの NFC ゲルも細胞毒性を示さず、表面修飾が生体応答
に影響を与える可能性があるものの、細胞の生存率や形態に大きな悪影響は見られなかった。 

Nordli et al.（2016）は、エンドトキシンレベル 45 EU/g の高純度 TEMPO 酸化 CNF を用い、
ヒト皮膚線維芽細胞およびヒト表皮ケラチノサイトに対する細胞毒性および代謝活性への影響を
評価した。分散液（50 µg/mL）は細胞毒性を示さず、また、27 種類のサイトカインについても誘
導は確認されなかった。一方、CNF エアロゲルは代謝活性をわずかに低下させたが、細胞死を引
き起こすレベルではなかった。加えて、エアロゲルの高い保湿性から、創傷被覆材としての応用
可能性も示された。 

Hua et al.（2014）は、セルロースフィルムのナノ構造および表面修飾が細胞適合性に与える影
響を検討した。修飾されたミクロフィブリル化セルロース（MFC）および Cladophora 由来ナノ
セルロース（CC）のフィルムを用い、間接および直接接触試験を実施した。すべてのサンプルに
おいて有毒な浸出物は検出されず、非細胞毒性であることが確認された。中でもカルボキシメチ
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ル化 MFC や TEMPO 処理 CC は高い細胞適合性を示し、細胞接着や生存率において良好な結果
を示した。 

Ong et al.（2017）は、OECD 試験ガイドライン（Test Guidelines: TG）の TG439 に準拠して、
BioPlus®リグニン被覆 CNF（L-CNF）および CNC（L-CNC）の皮膚刺激性を評価した。EpiDerm
モデルを用いた 24 時間暴露試験の結果、いずれの材料も GHS（化学品の分類および表示に関す
る世界調和システム）において非刺激性に分類され、安全性の高さが示唆された。 

 
表 5.1 細胞試験による CNFの皮膚影響評価 

# 被験材料 細胞 暴露期間 暴露濃度 エンドポイント 出典 
1 CNF HaCaT, HDF-

α, LabCyte 
EPI-
MODEL24 

24 時間 
(HaCaT, 
HDF-α), 15
分 (EPI-
MODEL24) 

≥156 µg/mL, 
≥313 µg/mL, 1 
wt% 

細胞生存、皮膚
刺激性 

Kim et al. 
(2019) 

2 未修飾/修飾 NFC HDF, MRC-5, 
THP-1 

24 時間 50–500 µg/mL 細胞毒性、
ROS、サイトカ
イン、細胞形態
観察 

Lopes et al.
（2017) 

3 TEMPO 酸化
CNF 

皮膚線維芽細
胞、ケラチノ
サイト 

24 時間 50 µg/mL 細胞毒性、サイ
トカイン、細胞
形態観察 

Nordli et al.
（2016） 

4 表面修飾 CNF、
シオグサ CNF 

HDF 24、48 時間 不明 細胞毒性、細胞
形態観察 

Hua et al.
（2014） 

5 リグニン被覆
CNF (L-CNF)、
リグニン被覆
CNC (L-CNC) 

MatTek 
EpiDerm  

24 時間 30,000–70,000 
mg/L 

OECD TG439 準
拠皮膚刺激性 

Ong et al.
（2017） 

 
5.3 NEDO委託事業の成果 

CNF は新規機能性材料として多様な製品への応用が期待されており、その利用拡大に伴いヒト
の皮膚への直接接触の機会も増加することが予想される。これを踏まえ、NEDO 委託事業（2017
〜2019 年度）では、CNF の経皮暴露に関する安全性評価を目的として、皮膚透過性試験および皮
膚刺激性試験を実施した。本節では、その成果について概説する。 

 
5.3.1 皮膚透過性試験 

経皮暴露のリスク評価において、皮膚透過性の評価は重要なステップの一つである。従来、ラ
ットやブタなどの摘出皮膚を用いた透過試験が一般的に実施されてきたが、動物福祉への配慮や
EU における動物試験の規制強化を背景に、動物実験に代わる新たな試験法として、三次元培養ヒ
ト皮膚モデルの活用が注目されている。この方法は、ヒト由来細胞を用いることから種差の影響
を受けず、ロット間のばらつきが少ないという利点があり、再現性の高いデータが得られる。 

NEDO 委託事業においては、この三次元培養皮膚モデルを利用し、CNF の皮膚透過性評価手
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法の開発を行った（図 5.1）。 
本試験では、微量の CNF を皮膚モデル内または受容液中から正確に検出する必要があるため、

高感度な評価を可能とする試料調製および分析技術の開発に取り組んだ。具体的には、被験材料
として TEMPO 酸化 CNF を選定し、次の 2 つのアプローチにより可視化および検出を試みた： 
 化学染料による CNF の染色 
 異なる官能基導入条件による蛍光ラベル化 

これらの手法の詳細は、「セルロースナノファイバーの有害性評価手順書（藤田ら, 2020）」に記
載されている。 

その後、三次元培養皮膚モデルを装着した静置型フランツ拡散セルを用いて透過性試験を実施
した。その結果、以下のような知見が得られた： 
 染色 CNF は、皮膚モデルの三次元構造内部には検出されなかった。 
 蛍光ラベル化 CNF も、レセプター液中では検出されなかった。 
 いずれの CNF も、皮膚モデルの上層部にとどまっていたことが観察された。 

これらの結果は、TEMPO 酸化 CNF が三次元培養皮膚モデルを透過しない可能性が高いこと
を示唆しており、CNF の経皮吸収性は極めて低いことが示された。 

 

 

図 5.1 皮膚細胞モデルを使った CNFの透過性試験 
 
5.3.2 皮膚刺激性試験 

CNF の皮膚刺激性を評価するため、OECD TG 439（2021）に準拠し、CNF 分散液を被験材料
として皮膚刺激性試験を実施した。本試験では、市販の三次元培養ヒト皮膚モデルである
EpiDerm™ EPI-200-SIT および SkinEthic™ RHE の 2 種を用いた。 

その結果、TEMPO 酸化 CNF はいずれのモデルにおいても細胞生存率が規定値（50%）を上回
り、GHS 分類において「非刺激性」に該当することが確認された（Fujita et al., 2019）。この結果
は、CNF が健常な皮膚に対して皮膚刺激性を示さない可能性が高いことを支持している。 

 



第 5 章 皮膚影響の評価 

-60- 

5.4 まとめ 
NEDO 委託事業（2017〜2019 年度）において実施された皮膚透過性および皮膚刺激性に関す

る評価から、TEMPO 酸化 CNF は皮膚を透過せず、非刺激性である可能性が高いことが示唆さ
れた。 

皮膚透過性試験では、染色および蛍光ラベル化した CNF を用いて三次元培養皮膚モデルによ
る評価を実施した結果、CNF はモデルの三次元構造内や受容液中で検出されず、表層にとどまっ
ていたことが確認された。これは、CNF が皮膚を通過しないという従来の見解と一致する。一般
に、分子量 500 以上の物質は角質層を透過しにくいとされており（Potts and Guy, 1992; 杉林, 
2007）、多数のグルコースユニットから構成される CNF（多糖）もその例外ではないと考えられ
る。これらの知見は、既存文献の見解を支持するものであり、あわせて本研究で開発した CNF の
可視化技術は、今後の皮膚バリア研究やナノ材料の安全性評価に応用可能な新たな手法として意
義がある。 

ただし、皮膚のバリア機能が損なわれた状態（傷やひび割れ）や、毛包・汗腺・脂腺などの付属
器官を経由した浸透については、今後の検討が必要である。 

皮膚刺激性試験では、OECD TG 439 に基づき CNF 分散液の影響を評価した結果、TEMPO 酸
化 CNF は非刺激性と判定された。さらに、Kim et al.（2019）による三次元皮膚モデルを用いた
試験においても、CNNT 社製 CNF が非刺激性であると報告されており、これまでの研究におい
て CNF が皮膚刺激性を示した例は確認されていない。 

しかしながら、CNF は原料の供給源、製造プロセス、表面官能基の違いにより、物理化学的特
性が大きく異なる可能性がある。したがって、各種 CNF ごとに個別の評価を実施し、安全性を確
認することが重要である。 

さらに、CNF は再生医療や組織工学など、生体内への応用が進められており、特に創傷被覆材
としての利用が期待されている。一方で、その長期的な生体影響については依然として不明な点
が多く、詳細な研究が必要である（Stoudmann, 2020）。 

我々の研究では、CNF 懸濁液中に一般細菌、カビ、エンドトキシン、β-グルカンなどが含まれ
ることを確認しており（Horie, 2023; Fujita et al., 2023, 2025a, 2025b, 2025c）、特にエンドトキシ
ンは微量でも強い生理活性を引き起こすことが知られている。これは、再生医療や医療機器など、
体内に導入される製品においては極めて重要なリスク管理項目である（棚元, 2008）。 

今後、CNF の生体応用においては、物理化学的性状に加え、生物学的特性の評価と品質管理を
十分に行うとともに、長期影響を含めた包括的な安全性評価が求められる。 
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 第 6章 経口毒性の評価 
6.1 はじめに 

一般的な微結晶セルロースについては、アメリカ食品医薬品局（FDA: Food and Drug 
Administration）より食品添加物として GRAS（Generally Recognized As Safe、訳：一般に安全と
認められる）に指定されている。しかし、ナノスケールである CNF は GRAS に指定されておら
ず、CNF の経口毒性試験の報告はまだ少ないのが現状である。 

現在、経済協力開発機構（OECD: Organization for Economic Co-operation and Development）
のテストガイドライン（TG）では、化学物質の経口毒性試験について、急性毒性では TG420（固
定用量法）、TG423（毒性等級法）、TG425（up-and-down 法）、亜急性毒性では TG407（げっ歯
類における 28 日間反復経口投与毒性試験）、TG408（げっ歯類における 90 日間反復経口投与毒
性試験）などが定められている。 

本章では、国内外で実施されている CNF およびセルロースナノクリスタル（CNC）の経口影
響の評価について、既存文献の情報および NEDO 委託事業の成果を紹介する。 

 
6.2 既存文献の情報 

表 6.1 に、CNF および CNC の経口毒性に関する既存の報告をまとめる。これらの報告では
CNF および CNC の経口毒性は軽度であることが示唆されている。以下、個別の論文について紹
介する。なお、NEDO 委託事業における成果（Yamashita et al., 2024a; 2024b）については、6.3
節『NEDO 委託事業の成果』で詳述する。 

下川ら（2020）は食素材への適用を目指し、タケパルプを酵素前処理とビーズミルでの解繊を
行うことでタケ由来 CNF を調製した。得られたタケ CNF を用いて OECD TG420 に準拠したマ
ウス急性経口毒性試験を実施した。50～2000 mg/kg の投与用量となるように調製した各 CNF 検
体を、雌雄 5 匹ずつの ICR 系マウスに胃ゾンデを用いて強制経口投与し、14 日間の観察期間のの
ちに剖検をおこなった。その結果、いずれの CNF 投与群においても観察期間中に死亡例は認めら
れず、マウスの一般状態、体重に差はみられなかった。剖検においても異常は認められず、試験
条件において、LD50（50% lethal dose; 半数致死量）が 2000 mg/kg よりも高いことが確認され
た。 

さらに下川ら（2021）はタケ CNF について、長期的な安全性を確認するため、90 日間のラッ
トに対する反復投与毒性試験を実施した。1 wt%のタケ CNF を Crl:CD(SD)系ラットに対して、
胃ゾンデを用いて毎日 1 回強制経口投与した。投与量は 200 mg/kg/日を最大とし、以下、100 お
よび 50 mg/kg/日を中および低用量として、いずれも 20 mL/kg とした。結果として、投与期間
を通じ、いずれの投与群においても死亡例は認められず、一般状態、尿検査および眼科学的検査
においても投与による毒性学的影響は確認されなかった。また投与期間終了後の血液学的、血液
生化学的検査および病理学的検査においてもタケ CNF による影響は認められなかった。これら
の結果より、試験条件下における無毒性量（NOAEL: no observable adverse effect level）は 200 
mg/kg/日以上と判断された。 
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表 6.1 CNFおよび CNCの経口毒性試験 
被験材料 動物 投与期間 

（OECD TG） 
投与量 

(mg/kg/日) 
毒性値 出典 

タケパルプ
CNF 

ICR 系マウス 単回 
（TG420 準拠） 

50～2000 LD50＞2000 mg/kg/日 下川ら
（2020） 

タケパルプ
CNF 

Crl: CD(SD)
系ラット 

90 日 50, 100, 200 NOAEL≧200 mg/kg/日 下川ら
（2021） 

リグニン被
覆 CNF およ

び CNC 

SD ラット 単回 5000 LD50≧5000 mg/kg/日 Ong et al. 
(2017) 

木材パルプ
由来フィブ
リル化セル

ロース 

SD ラット 90 日 
（TG408 準拠） 

雄：1044, 1550, 
2194, 雌：1302, 

1886, 2667 

NOAEL≧雄：2194.2 
mg/kg/日, 雌：2666.6 

mg/kg/日 

Ong et al.
（2020） 

針葉樹由来
CNF 

Wistar Han 
ラット 

5 週間、 
週 2 回投与 

100 明確な毒性はなし DeLoid et al.
（2019） 

針葉樹由来
CNF 

Wistar Han 
ラット 

5 週間、 
週 2 回投与 

100 明確な毒性はなし Khare et al. 
(2020) 

針葉樹由来
CNF 

C57BL/6 
マウス 

4～6 週間 30 明確な毒性はなし 
ただし、栄養の腸管吸収低
下のリスクの可能性あり 

Chen et al.
（2020） 

カルボキシ
メチル化

CNF 

KM マウス 8 週間 1 または 3.5 
w/w% 

（投与量は 10 
mL/kg） 

明確な毒性はなし Zhang et al.
（2021） 

パルプセル
ロース由来

CNF 

Crl:CD(SD)系
ラット 

28 日 
（TG407 準拠） 

50, 150, 500, 1000 1000mg/kg/日の CNF を投
与した雌ラットのみが、投
与後の 14 日間の回復期間
中、一貫して体重増加が緩

やかであった 

Yamashita et 
al.（2024a） 

パルプセル
ロース由来

CNF 

C57BL/6JJms
Slc マウス 

28 日 400 明確な毒性はなし Yamashita et 
al.（2024b） 

NCCTM ラット 単回 
（TG425 準拠） 

2000 LD50＞2000 mg/kg O’Connor et 
al. (2014) 

NCCTM ラット 28 日 
（TG407 準拠） 

500, 1000, 2000 NOEL＞ 
2000 mg/kg/日 

O’Connor et 
al. (2014) 

木材パルプ
由来 CNC 

SD CD® IGS 
ラット 

90 日 
（TG408 準拠） 

雄：1056, 
1584,2085, 雌：
1278, 1930, 2683 

NOAEL≧雄：2085.3 
mg/kg/日, 雌：2682.8 

mg/kg/日 

Ede et al. 
(2020) 
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Ong et al.（2017）は、リグニン被覆 CNF およびリグニン被覆 CNC の評価のために急性経口
毒性試験を実施した。雌の SD ラットに対して、初期限界量の 5000 mg/kg を経口投与し（0.91 か 
ら 0.98 mL の間）、死亡率、肉眼的毒性の兆候（皮膚・被毛、眼・粘膜、呼吸・循環器系、自律・
中枢神経系、体性運動の評価）、行動の変化について、投与後 30 分、投与後数時間、その後は 14
日間 1 日 1 回観察した。体重は 7 日目と 14 日目に測定した。観察期間終了後に肉眼的剖検を行
い、胸腔および腹腔の組織および器官を検査した。結果として、どのラットも体重増加と生存が
確認され、肉眼的毒性、臨床的悪影響、異常行動の兆候は認められなかった。このことから、こ
れらリグニン被覆 CNF および CNC の急性経口の LD50 は 5000 mg/kg 以上であると判断され
た。 

また、Ong et al.（2020）は、木材パルプ由来のフィブリル化セルロースの 90 日間の食餌毒性
を、従来のセルロースである食品グレードのソルカフロックと比較し、OECD TG408 に準拠し評
価した。SD ラットに 2%、3%、4%のフィブリル化セルロース（それぞれ雄で 1044、1550、2194 
mg/kg/日、雌で 1302、1886、2667 mg/kg /日に相当する量）を 90 日間連続摂取させ、対照群に
はソルカフロックを摂取させた。生存率、臨床観察、体重、摂餌量、眼科的評価、血液学、血清化
学、尿検査、死後解剖病理学および病理組織学的項目のモニタリングを実施した。結果として、
すべての試験用量において、フィブリル化セルロースおよび従来のセルロース暴露による測定エ
ンドポイントのいずれにも悪影響は観察されなかった。これに基づき、雄および雌の SD ラット
の試験最高用量（4%）に相当する 2194.2 mg/kg/日（雄）および 2666.6 mg/kg/日（雌）がフィ
ブリル化セルロースの無毒性量（NOAEL）と判断された。これらの結果は、フィブリル化セルロ
ースが従来のセルロースと同様の挙動を示し、この濃度で食品原料として使用した場合、安全性
の懸念がないことを示している。 

DeLoid et al.（2019）は高脂肪食摂取と関連した針葉樹由来 CNF の経口投与後の影響を調べる
ために、水またはクリーム（20%脂肪分）に 1 w/w%で平均繊維径約 50 nm の CNF を懸濁した
調製液を週 2 回、5 週間にわたって Wistar Han 雄ラットに 10 mL/kg（CNF 約 100 mg/kg）経口
投与した。血液、血清、肺、肝臓、腎臓、小腸を採取し、分析を行った。結果として、1 w/w%の
CNF 水懸濁液を投与したラットは、統計的に有意ではなかったが、他の投与群より平均して 30〜
40％体重が減少した。しかし、その他の総白血球、好中球、リンパ球、単球、好酸球、好塩基球
および赤血球を含む血球数に関して、各群で有意な差は観察されなかった。同様に、ヘモグロビ
ン濃度、ヘマトクリット値などの血液学的測定値や総コレステロール、高密度リポタンパク質な
どの脂質プロファイル、総タンパク、アルブミンなどの肝機能マーカー、総ビリルビン、クレア
チニンの腎機能マーカーまたは電解質（ナトリウム、カリウム、塩素）を含む血清マーカーにも
CNF 投与群と非投与群との間に有意差は見られなかった。これらの知見は、摂取された CNF に
は急性毒性がほとんどなく、少量の摂取であれば無害である可能性が高いことを示唆している。 

Khare et al. (2020)は、DeLoid et al.（2019）の関連研究として同様の投与条件で、CNF が糞便
の微生物叢および代謝物、腸上皮の細胞結合遺伝子の発現、回腸のサイトカイン産生に及ぼす影
響を評価した。CNF は微生物多様性を変化させ、特定の短鎖脂肪酸産生種を減少させつつ、イン
スリンや IgA 産生を増加させた。さらに、上皮細胞接合遺伝子や CD8T 細胞に関連する免疫応答
が変化したが、病理学的な影響は確認されなかった。 

Chen et al.（2020）は C57BL/6 マウスに 30 mg/kg/日の投与量で針葉樹由来 CNF（3 mg/mL 
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CNF、0.01 mL/g）または従来のセルロースを、脂肪と糖分が多い高脂肪飼料（Western diets）と
組み合わせて 4～6 週間投与した。対照として、同様に水＋高脂肪飼料、水+通常飼料を投与した。
この時、通常飼料と高脂肪飼料はともに、セルロースを主成分とする繊維を 5％程度含んでいた。
分析では体重、食事量に加え、中性脂肪値、グルコースホメオスタシス（血糖値の恒常性維持機
構）、腸管での栄養素の吸収を調べ、肝臓と消化管は顕微鏡で検査した。高脂肪飼料対照群と比較
して、CNF は空腸での脂肪吸収を減少させ、高脂肪飼料が誘発する脂肪肝を減弱させたが、除脂
肪体重をわずかに減少させ、グルコースホメオスタシスに影響を与えることが示された。また
CNF 投与群では、従来のセルロースに比べ脂肪肝の程度が低く、脂肪球もほとんど認められなか
った。この研究から、この量の CNF はマウスに対して明確な毒性を引き起こさないことが明らか
になったが、CNF は非特異的に腸管吸収を低下させ、長期暴露後の栄養学的リスクをもたらす可
能性があることが分かった。 

Zhang et al.（2021）は、カルボキシ基含有量の異なる（0, 0.36, 0.72, 1.24 mmol/g）カルボキ
シメチル化セルロースナノフィブリル（CNF）を調製し、形態、直径分布、ゼータ電位、構造特
性、レオロジー特性、懸濁液の安定性および熱特性を通して特性評価を行った。1 w/w%または 3.5 
w/w%の CNF の水中懸濁液を 1 日 1 回、8 週間、10 mL/kg（CNF 約 100 または 350 mg/kg）、雌
の KM マウスに経口投与し評価した。体重、食物摂取量、糞を記録し、CNF の機能的特性を調査
するために糞中の栄養保持量を測定し、さらに分析のため血液および血清を採取した。その結果、
CNF 懸濁液を投与したマウスは、対照群と比較して、糞便の脂肪が有意に増加したが、摂餌量と
体重は 10～15％有意に減少した。また対照群と CNF 懸濁液を投与したマウスの間で、血液学、
血清マーカーに有意差は認められなかった。これらの結果から、CNF は経口摂取しても無毒であ
り、カルボキシメチル化 CNF は消化管内での脂質の消化および吸着を良好に調節することから、
摂取カロリーを減らすための有用な補助食品またはサプリメントの開発につながる可能性がある
ことが示唆された。 

O’Connor et al.（2014）は、CNC の NCCTM について TG425 に準拠した単回投与試験と TG407
に準拠した 28 日間反復経口投与毒性試験をラットを用いて実施した。一般状態や病理学的検査の
結果、両試験とも有害性は確認されず、それぞれ LD50＞2000 mg/kg、NOEL>2000 mg/kg/日と
判断された。 

Ede et al.（2020）は OECD TG408 に準拠し、0、2、3 または 4％の木材パルプ由来の硫酸化
CNC を 90 日間、SD CD® IGS ラットに対して、食餌を介して投与した。この時の CNC の暴露
量は雄で 1056、1584 および 2085 mg/kg/日、雌で 1278、1930 および 2683 mg/kg/日であった。
また従来のセルロース（食品用ソルカフロック）を同じ割合で配合した対照群も追加した。既定
のパラメータとして、臨床病理学、血液学、血清化学、尿検査、解剖病理学、病理組織学項目が調
査された。結果として、硫酸化 CNC 群、従来型セルロース群ともに食餌に起因する毒性は認めら
れなかったが、4%投与群の両方で肝門部周囲細胞の空胞化（細胞質空洞を伴う）が認められた。
ただ、空胞化の発生率および程度は硫酸化 CNC 群および従来型セルロース群でほぼ同じであり、
肝機能の変化、肝臓の変性や病理学的所見は認められなかった。これらの結果から、CNC は、従
来のセルロースと同様に経口摂取しても安全であり、NOAEL は 2085.3 mg/kg/日（雄）および
2682.8 mg/kg/日（雌）であると結論付けられた。 

その他、従来のセルロース（微結晶セルロース）に関する経口毒性試験結果については、食糧
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農業機関（FAO）および世界保健機関（WHO）合同食品添加物専門家会議（JECFA: Joint 
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives）による報告書にまとめられている（JECFA, 
1998）。3 つの単回投与試験において、影響は認められておらず、LD50 は 3160 または 5000 mg/kg
よりも高いことが報告されている。反復投与試験のほとんどの研究において、病理組織学的な異
常は認められていない。JECFA は総評として、ヒトおよび動物からの毒性学的データは、適正な
製造基準に従って食品に使用された場合、微結晶セルロースの摂取がヒトに毒性影響を引き起こ
す可能性があるという証拠を提供していないと結論付けている。 

以下に、総説論文における各著者の見解をまとめる。 
CNC について、食品業界における最近の動向と応用を主題にまとめられた Mu et al. (2019)に

よるレビュー論文では、安全性に関する情報が限られていることやナノセルロースに対する共通
の規制はまだ存在しないことが挙げてられている。 

Stoudmann et al.（2020）による総説論文では、CNC および CNF の経口毒性について、研究数
が少ないため、確固たる結論を出すことは難しいとしながらも毒性の兆候が見られないとしてい
る。 

ナノセルロースの経口暴露による潜在的健康リスクに関して評価した Brand et al. (2022)によ
る文献レビューでは、特に動物試験によるデータは限られており、結果も明確ではないとし、そ
の複雑性の理由として、形態の多様性や表面修飾、標準参照材料の不足、腸管内での挙動や吸収
に関する知見の限界、生体試料における分析の難しさ、分散の問題、生体アッセイにおける不純
物や干渉の存在の可能性などを挙げている。 

Vital et al. (2022)は、食品および生物医学分野におけるセルロースナノ材料の潜在的な用途に
ついて、既存の毒性学的な in vitro および in vivo 研究と併せて検討したレビュー論文を報告して
いる。そこでは、ここ数年で発表された研究は増加しているが、全体的には、摂取されたセルロ
ースナノ材料は胃腸管に対して毒性を持たないことが示されており、試験されたセルロースナノ
材料の大半が生物適合性を有していることを示唆しているとしている。しかし、in vitro および in 
vivo での遺伝毒性試験、また長期にわたる発がん性または生殖毒性試験はまだ実施されていない
ことを課題としている。 

Cañas-Gutiérrez et al.（2024）は、ナノセルロースの食品応用と安全性評価に関するレビューを
報告している。そこでは、現行の毒性学的研究では、ナノセルロースが細胞毒性やマクロファー
ジの炎症システムに影響を与えないとしつつも、摂取量の上限や規制の確立が必要であると指摘
しており、さらに、安全性評価に必要なプロトコルや標準試験方法の合意形成が重要であると結
論づけている。 

 
6.3 NEDO委託事業の成果 

NEDO 委託事業において、福井大学は、OECD TG407 に準拠して、機械的に解繊されたパル
プセルロース由来の CNF を、雄雌の Crl:CD(SD)ラットに 50、150、500、1000 mg/kg/日の用量
で 28 日間強制経口投与した（Yamashita et al., 2024a）。この試験では反復投与毒性について評価
し、28 日間の投与後さらに 14 日間ラットを観察して、毒性影響の回復を評価した。その結果、
投与期間中、いずれの性においても死亡例は認められず、一般状態および行動機能観察、尿検査、
血液学的検査、血液生化学的検査、剖検所見、臓器重量測定、病理組織学的検査など、各種の評
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価において、試験物質に関連する毒性学的影響は観察されなかった。注目すべきは、1000 mg/kg/
日の用量で CNF を投与した雌ラットの体重は、投与終了後の 14 日間の回復期間中、一貫して対
照群に対し有意な低値を示したことである。また、脳下垂体および肝臓の重量も対照群より有意
に低かった。しかし、血液学的検査および血液生化学検査では有意な差異は認められず、CNF 摂
取による体重抑制効果の可能性が示唆された。 

また、マウスを用いた 28 日間の経口毒性試験も実施した（Yamashita et al., 2024b）。反復投与
の影響を評価するため、機械的に解繊されたパルプセルロース由来の CNF を雄 C57BL/6JJmsSlc
マウス(1 群 10 匹)に 0(溶媒:注射用水)および 400 mg/kg/日の用量で 28 日間強制経口投与した。
結果として、体重、剖検、および消化管の病理組織学的検査では、試験物質投与の影響を示す変
化は認められなかった。 
 
6.4 まとめ 

CNF および CNC の経口影響の評価について、既存文献の情報および NEDO 委託事業の成果
をまとめた。国内外で実施されている CNF および CNC の経口毒性試験において、低い毒性が一
貫して報告されている。例えば、下川ら（2020, 2021）は、タケパルプ由来の CNF について、マ
ウスを用いた 14 日間の経口毒性試験とラットを用いた 90 日間の経口毒性試験を実施し、いずれ
も最高用量で異常が認められなかったことから、それぞれ LD50 は 2000 mg/kg 以上、NOAEL は
200 mg/kg/日以上と推定している。Ong et al.（2020）も木材パルプ由来のフィブリル化セルロー
スを用いた 90 日間のラットの経口毒性試験で、NOAEL が最高用量である約 2000 mg/kg/日以上
と報告している。さらに、DeLoid et al.（2019）、Khare et al. (2020)、Chen et al.（2020）、Zhang 
et al.（2021）による研究でも、針葉樹由来の CNF やカルボキシメチル化 CNF において顕著な毒
性は認められていない。 

NEDO 委託事業で実施した、機械的に解繊された CNF を用いた 28 日間のラット経口毒性試
験では、1000 mg/kg/日の用量で CNF を投与した雌ラットに有意な低体重が認められたが、一般
的な毒性影響は認められなかった（Yamashita et al., 2024a）。また、マウスを用いた 28 日間の経
口毒性試験でも、400 mg/kg/day の投与において体重や消化管の病理組織に異常は認められなか
った（Yamashita et al., 2024b）。 

このように、CNF の経口毒性に関する報告例はまだ限られているものの、既存文献情報および
NEDO 委託事業の成果では、いずれも顕著な毒性は認められていない。また、CNC や従来のセ
ルロースと比較しても、特に CNF の有害性が高いとする報告はなかった。ただし、Chen et al.
（2020）が指摘しているように、グルコースホメオスタシス（血糖値の恒常性維持機構）や腸管
吸収への影響といった栄養学的な側面についての知見を蓄積することが、今後の安全な食品応用
に向けて重要と考えられる。また、CNF の多様性や不純物の考慮、長期にわたる発がん性や生殖
毒性試験はまだ実施されていないことなどが課題として挙げられる。 
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 第 7章 排出・暴露の評価 
7.1 はじめに 

一般に化学物質の安全性に関しては、有害性と暴露の両方を考える必要がある。有害影響の発現
や程度は、基本的に暴露量に依存するので、暴露を適切に管理すれば、化学物質を安全に取り扱う
ことができる。特に有害性に関する情報が限られている場合には、排出・暴露の評価や管理が重要
である。 

化学物質のヒトへの暴露経路は大きく分けて、経口暴露、経皮暴露、吸入暴露に分けられるが、
ナノ材料においては、そのライフサイクルで想定される高暴露の状況の一つが作業者の吸入暴露で
あること、そして、吸入に伴う呼吸器への影響は今までに様々な粒子や繊維で見られていることか
ら、一般に吸入暴露に伴う影響への関心が高い。ナノセルロース（CNF およびセルロースナノクリ
スタル（CNC）など、繊維径がナノサイズ（1～100 nm）のセルロース）においても、その応用製
品のライフサイクルにおける暴露シナリオの中で、乾燥粉体の吸入暴露が高リスクのシナリオとし
て挙げられている（Shatkin & Kim, 2015）。実際、ナノセルロースの排出・暴露の既存研究は、気
中への排出と吸入暴露に焦点が当てられている。 

そこで、本章でも、ナノセルロースの気中への排出と吸入暴露に焦点を当てる。ナノセルロース
の排出・暴露評価の事例を見ていく前に、作業環境濃度の相場観を得るために、7.2 節でまず、各
種粉塵の許容濃度についてまとめる。ナノセルロースを対象とした許容濃度の提案値はまだないが、
その他のナノ材料や粉塵の許容濃度は、ナノセルロースの自主安全管理を進める上で参考になると
考える。7.3 節では、ナノセルロースの排出・暴露の既存研究についてまとめる。そして、7.4 節で
は、NEDO 委託事業（2017～2019 年度および 2020～2024 年度）で実施した CNF の排出・暴露の
事例を紹介する。7.5 節では、全体の知見を総括し、注意が必要なプロセス、対策と管理、計測法に
ついてまとめる。 

 
7.2 作業環境における吸入暴露の許容濃度 
7.2.1 ナノ材料およびその他粉塵の作業環境における許容濃度 

図 7.1 に日本産業衛生学会による二酸化チタンナノ粒子（ナノ TiO2）、酸化亜鉛ナノ粒子（ナノ
ZnO）およびその他各種粉塵に対する許容濃度の勧告値と、各国機関・団体から提案されているナ
ノ材料の許容濃度（用語や位置付けはそれぞれ異なるがここでは許容濃度と表す）をまとめる。労
働衛生の分野では、吸入性粉塵（ISO 7708 の定義で 4 µm 粒子 50%カット; 図 7.2 参照）が対象と
されることが多く、図 7.1 には主に吸入性粉塵としての勧告値を示した。同じ材料でも、各国機関・
団体で許容濃度の勧告値に幅があるが、その主な理由は、動物からヒトへの外挿の方法や不確実性
係数（安全率）の取り方が異なっているからである。 

一般的な粉塵（第 1~3 種粉塵）に対し、ナノ材料の許容濃度は、相対的に低い値となっている。
一般にナノ材料は、質量で比較すると、より少量で有害影響がみられ、表面積やかさ体積の大きさ
が有害性と関連しているとする説がある（Maynard & Kuempel, 2005; Pauluhn, 2011）。しかし、現
状では、ナノ材料の有害性試験が重量濃度を基準に実施・評価されていることから、勧告されてい
る許容濃度は重量濃度が用いられている。 

日本産業衛生学会（2024）の許容濃度では、非ナノの二酸化チタンや酸化亜鉛は第二種粉塵に該
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当し、その許容濃度は 1,000 µg/ｍ3 であるのに対し、二酸化チタンナノ粒子（ナノ TiO2）および酸
化亜鉛ナノ粒子（ナノ ZnO）の許容濃度はそれぞれ 300 および 500 µg/ｍ3 であり、非ナノの 1/3
～1/2 の値に決められている。米国国立労働安全衛生研究所（NIOSH, 2011）は、非ナノサイズの
二酸化チタンの許容濃度を 2,400 µg/ｍ3 としているのに対し、ナノ TiO2 の許容濃度はその約 1/8
の 300 µg/ｍ3 としている。英国規格協会（BSI 2007）やドイツ法定災害保険研究・試験研究所（IFA, 
2009）は、許容濃度が決められていないナノ材料について、ナノでない同じ物質の≦1/10（低溶解
性物質の場合）～1/5（溶解性物質の場合）の値をベンチマークとすることを提案している。 

 

 
図 7.1 ナノ材料およびその他粉塵の作業環境における許容濃度 

1) 日本産業衛生学会(2024); 2) Stockmann-Juvala et al. (2014); 3) NIOSH (2011); 4) 蒲生 昌志 編(2011); 5) 
Aschberger et al. (2011); 6) ANSES (2020); 7) 篠原 直秀 編 (2011); 8) NIOSH (2018); 9) Pauluhn (2010); 10) 
中西 準子 編 (2011); 11) NIOSH (2013); 12) Nanocyl; 13) Fukushima et al. (2018) 

 

 

図 7.2 吸引性粉塵、咽頭通過性粉塵、吸入性粉塵の定義（ISO 7708) 
吸引性粉塵(inhalable)：気中から鼻孔または口を通って吸入される粒子 
咽頭通過性粉塵(thoracic)：気中から鼻孔または口を通り咽頭を越えて肺に向かう粒子(10 µm 粒子で 50%通貨) 
吸入性粉塵(respirable)：肺胞まで届く粒子(4 µm 粒子で 50%通過) 
解説：吸引性粉塵濃度、咽頭通過性粉塵濃度、吸入性粉塵濃度とは、上図のような通過率(捕集効率)になるように

設定されたサンプラーで粒子捕集した場合の重量濃度である。例えば、吸入性粉塵濃度はインパクターやサ
イクロンなどにより肺に入らないような粗大粒子を取り除いて、4 µm 粒子で 50%が捕集されるように設定
されたサンプラーによる重量濃度である。 
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飛散時のナノ材料は、必ずしもナノサイズで分散しているわけでなく、多くの場合凝集してお
り、ナノ材料の許容濃度の導出に使われた動物試験の多くも肺に入る程度の凝集粒子で試験され
ている。よって、これらの許容濃度は、実質、凝集粒子を対象とした許容濃度であるといえる。 

既存の粉塵の許容濃度の中で、重量濃度以外の尺度で決められているものとしては、アスベスト
の本数による許容濃度がある。英国規格協会（BSI, 2007）やドイツ法定災害保険研究・試験研究所
（IFA 2009）は、許容濃度が決められていない繊維状のナノ材料について、アスベストの本数ベー
スの許容濃度（0.01 fibers/cm3）をとりあえずのベンチマークとすることを提案している。ただし、
カーボンナノチューブや CNF 等の繊維状のナノ材料の多くは凝集状態で存在しており、必ずしも
アスベストのように繊維の本数が数えられるような形態をしていない。アスベストの計数法では、
凝集粒子は繊維数としてカウントせず、繊維状の粒子のみをカウントする。よって、ナノ材料では、
本数による管理は現実的でない場合も多い。実際、カーボンナノチューブの許容濃度は、すべて重
量濃度ベースで提案されている。 

 
7.2.2 ナノセルロースの許容濃度 

ナノセルロースの吸入影響データに基づく吸入暴露の許容濃度の提案値はまだない。フィンラン
ド労働衛生研究所（Finnish Institute of Occupational Health）は、建設業の労働衛生におけるナノ
セルロースおよびカーボンナノファイバーの許容濃度として、予防原則により、アスベストの本数
ベースの許容濃度（0.01 fibers/cm3）と同じ値を提案している（Stockmann-Juvala et al., 2014）。た
だし、CNF を本数で管理することは、多くの場合、現実的でないように思われる。 

ナノセルロースの吸入暴露影響に関しては、慢性影響に関する十分なデータはまだないが、CNF
および CNC の動物への短期の吸入試験において見られた炎症は、従来のセルロースや他の難溶性
低毒性粉塵と同様に一過性であり、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）やアスベストとは著し
く異なることが報告されている（第 4 章参照）。また、NEDO 委託事業で実施した気管内投与試験
においても、CNF の炎症反応は、90 日後には減衰し、MWCNT と比較して軽度であった（第 4 章
参照）。さらに、マウスを用いた腹腔内投与試験において、中皮腫発生に至るキーイベントである炎
症は認められず、中皮腫の発生も見られなかった（第 3 章参照）。これらの知見を踏まえ、従来の
セルロースや他のナノ材料、粉塵の許容濃度を参考にして、当面の現場の管理の目安となる濃度を
設定していくことが重要と考えられる。 

ナノサイズではないセルロースの許容濃度については、日本産業衛生学会（2024）による第 2 種
粉塵（綿塵など）の値は、吸入性粉塵が 1 mg/m3、総粉塵が 4 mg/m3、米国国立労働安全衛生研究
所（NIOSH）の値は、吸入性粉塵が 5 mg/m3、総粉塵が 10 mg/m3、米国労働安全衛生庁（OSHA）
の 値 は 、 吸 入 性 粉 塵 が 5 mg/m3 、 総 粉 塵 が 15 mg/m3 で あ る
（https://www.cdc.gov/niosh/npg/npgd0110.html）。 

前述の通り、ナノ材料の許容濃度は、一般にナノでない同じ物質の許容濃度よりも低い値で定め
られており、ナノセルロースにおいても、十分な情報がない中では、従来のセルロースより低い値
で管理することが望ましいと考えられる。英国規格協会（BSI 2007）やドイツ法定災害保険研究・
試験研究所（IFA, 2009）は、許容濃度が決められていないナノ材料について、ナノでない同じ物質
の≦1/10（低溶解性物質の場合）～1/5（溶解性物質の場合）の値をベンチマークとすることを提
案しているが、この考えに沿うと、例えば綿塵の吸入性粉塵の許容濃度 1 mg/ｍ3 を 1/10 にした≦

https://www.cdc.gov/niosh/npg/npgd0110.html
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100 µg/ｍ3 が一つのベンチマークとなる。これは、日本産業衛生学会（2024）によるナノ TiO2 お
よびナノ ZnO の許容濃度（それぞれ 300 および 500 µg/ｍ3）より若干低い値である。 

ベンチマークの設定は、その濃度が計測できるかどうかということも考慮して決定する必要があ
る。100 µg/ｍ3 の粉塵は、フィルターに捕集した粒子の重量分析や粉塵計により、一般に測定が可
能なレベルである。また、粒径 10 µm 以下の浮遊粒子状物質（SPM）および粒径 2.5 µm 以下の微
小粒子状物質（PM2.5）の環境中濃度の全国平均（一般局、令和２年：環境省, 2022）はそれぞれ
14 および 9.5 µg/ｍ3 であり、PM2.5 の環境基準（１年平均値が 15 µg/ｍ3 以下であり、かつ、１日
平均値が 35 µg/ｍ3 以下であること）の達成率は 98％以上であることから、バックグラウンド粒子
の濃度が 50 µg/ｍ3 を超えてくることは一般に少ない。よって、バックグラウンドの粒子の寄与を
差し引く、またはバックグラウンドの粒子の寄与を含めた値として、吸入性粉塵 100 µg/ｍ3 をベン
チマークとして自主安全管理を行うことは、多くの場合、可能であると考えられる。 

さらに低濃度のベンチマークを採用する場合には、ナノセルロースとバックグラウンド粒子との
分離定量が必要になってくる。NEDO 委託事業では、熱分解ガスクロマトグラフィー質量分析（GC-
MS）を用いた分析法を開発している（Ogura et al., 2020; 小倉ら, 2020）。CNF の作業環境計測の
方法については、十分に確立しているわけではないが、NEDO 委託事業の作業環境計測の事例を参
考にしていただければ幸いである（7.4.1～7.4.4 節）。 

 
7.3 ナノセルロースの排出・暴露に関する既存文献の情報 

ナノセルロースの作業環境計測や模擬試験による排出・暴露評価事例はまだ少ないが、主にエア
ロゾル計測器を利用した簡易な評価事例が報告されている（表 7.1）。以下に、それらの報告につい
て、概要を紹介する。参考として、主なエアロゾル計測器の概要や原理を表 7.2 に、各計測器のお
よその対象粒径範囲を図 7.3 に示す。 

Vartiainen et al.（2011）は、ミクロフィブリル化セルロース（MFC）を対象に、粉砕機による解
繊とスプレードライの際の作業者の粉塵暴露を評価している。測定は、凝縮粒子計数器（CPC）お
よび走査型移動度粒径測定器（SMPS）により行われた。解繊では、わずかに粒子の発生があった
が、そのほとんどがヒュームフードで除去された。スプレードライでは、排気ダクトのバルブを止
めたときに粒子の漏れがあったが、通常の稼働時は、暴露はほとんどなかった。 

NIOSH は、CNC スラリーの遠心分離、凍結乾燥機からの CNC 乾燥粉体の取り出し（全体換気）、
凍結乾燥機からの CNF 乾燥粉体の取り出し（局所排気）および CNC 複合樹脂の製造・切断・研磨
の際の排出粉塵を測定している（Martinez et al., 2013; Geraci, 2014; Glassford et al., 2020）。測定
は、CPC、光散乱式粒子計数器（OPC）および粉塵計により行われた。また、化学分析のために、
ナトリウムイオンをセシウムに置換したセルロースが使われ、フィルター捕集後にセシウムの測定
が行われた。CNC スラリーの遠心分離では、エアロゾル濃度の増加が見られ、セシウムの測定で
は、3 サンプルすべてでセシウムが検出された。囲いの中の濃度が最も高かった。凍結乾燥機から
の CNC 乾燥粉体の取り出しでは、取り出しの際にはエアロゾル濃度の増加は見られなかったが、
取り出し後の清掃時にエアロゾル濃度の増加が見られた。セシウムの測定では、3 サンプルすべて
でセシウムが検出された。凍結乾燥機からの CNF 乾燥粉体の取り出しでは、エアロゾル濃度の増
加はほとんど見られず、セシウムの測定では検出限界未満または定量下限以下であった。CNC 複
合樹脂の製造・切断・研磨の際は、エアロゾル濃度の増加が見られ、セシウムの測定では、7 サン 



第 7 章 排出・暴露の評価 

-74- 

表 7.1 排出・暴露評価の事例（既存文献） 
材料 測定法 対象プロセス 結果等 出典 
MFC エアロゾル計測器

(CPC、SMPS) 
① 石臼式粉砕機によ

る解繊 
② スプレードライ 

① わずかに粒子の発生があったが、そのほと
んどがヒュームフードで除去された。 

② 排気ダクトのバルブを止めたときには粒子
の漏れがあったが、通常の稼働時は、暴露
はほとんどなかった。 

Vartiainen 
et al. 
(2011) 

CNF、
CNC 

エアロゾル計測器
(CPC、OPC、粉塵
計)、粉塵のフィル
ター捕集→CNF に

標識したセシウムの
分析 

研究機関 
① CNC スラリーの遠

心分離 
② 凍結乾燥機からの

CNC 乾燥粉体の取
り出し(全体換気) 

③ 凍結乾燥機からの
CNF 乾燥粉体の取
り出し(局所排気) 

④ CNC 複合樹脂の製
造・切断・研磨 

① エアロゾル濃度の増加が見られた。3 サン
プルすべてでセシウムが検出された。 

② エアロゾル濃度の増加は、取り出し時には
見られなかったが、清掃時に見られた。3
サンプルすべてでセシウムが検出された。 

③ エアロゾル濃度の増加はほとんど見られな
かった。セシウムの測定では検出限界未満
または定量下限以下であった。 

④ エアロゾル濃度の増加が見られた。7 サン
プル中 6 サンプルでセシウムが検出され
た。 

Martinez 
et al. 
(2013); 
Geraci 
(2014); 
Glassford 
et al. 
(2020) 

酢酸
CNF 

エアロゾル計測器
(CPC、OPC、粉塵

計) 

製造施設 
① 製造プロセスにお

ける回収タンクか
らの排出 

詳細情報なし Glassford 
et al. 
(2020) 

ナノセ
ルロー

ス 

エアロゾル計測器
(CPC、OPC、粉塵
計)、粉塵のフィル

ター捕集→SEM 

① 粉砕、スプレード
ライ、集塵機から
の粒子離脱 

詳細情報なし Glassford 
et al. 
(2020) 

CNC  エアロゾル計測器
(SMPS、OPC、

TEOM) 

実証プラント 
① スプレードライ/袋

詰め 
② スクリューコンベ

アの掃除 

① 比較的大きな粒子を測定する OPC と
TEOM の濃度は、バックグラウンドの 2～
3 倍に上昇した。TEOM による測定値は約
50 µg/m3 であり、作業環境としてはそれほ
ど高い濃度ではなかった。 

② OPC による測定値は、掃除の際に 0.58 個
/cm3 から 82 個/cm3 に増加したが、その後
の通常運転ではバックグラウンドレベルに
戻った。 

O’Connor 
et al. 
(2014)  

CNC 粉塵のフィルター捕
集→重量測定、

SEM、エアロゾル
計測器(OPC および

SMPS) 

① 回転ドラム法によ
る乾燥粉体の飛散
試験 

② 水分散液の飛散と
乾燥粉体の撹拌時
の飛散 

① 飛散性は、CNC の種類によって、低になる
ものから高になるものまでがあった。 

② 水分散液の飛散粒子は棒状だが、CNC 乾燥
粉体は球形に近い凝集形態であった。CNC
乾燥粉体の撹拌時には、時間と共に OPC
および SMPS の濃度は増加した。 

Ellis 
(2017) 

MFC：ミクロフィブリル化セルロース、CNC：セルロースナノクリスタル、CPC：凝縮粒子計数器、SMPS：走査型移
動度粒径測定器、OPC：光散乱式粒子計数機、TEOM：振動素子式マイクロ天秤による質量濃度計測器、SEM：走査
型電子顕微鏡 
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表 7.2 主なエアロゾル計測器の概要や原理 
計測器の種類 概要・原理 

光散乱式粒子計数器
(optical particle 
counter: OPC) 

約 0.3～>10 µm (装置によって下限は<0.1 µm)の粒径範囲のエアロゾルについて、粒
径(光散乱径)別の個数濃度が計測できる装置である。エアロゾルを含む試料空気をポ
ンプで吸引し、レーザー照射領域を通過させ、粒子によるレーザーの光散乱を検出す
る。大きな粒子ほど光散乱強度が強いため、光散乱強度から粒子の大きさが得られ、
また、光散乱の検出数から粒子数が得られる。ただし、粒子の大きさについては、粒
子の大きさと光散乱強度の関係が物質ごとに異なるため(物質の屈折率に依存)、校正
に使われるポリスチレンラテックス粒子と屈折率が大きく異なる粒子については、得
られる粒子径が実際の粒子径とは異なってくる。クリーンルームなどでの計測用に、
安価でポータブルタイプの光散乱式粒子計数器(パーティクルカウンタとも呼ばれる)
が多く市販されているが、比較的きれいな空間を計測するように設計されているため、
一般の作業環境では、測定可能濃度の上限を超えやすい。その場合、複数の粒子がレ
ーザー照射領域に同時に入ることにより、粒子個数の過小評価、粒子径の過大評価と
なる。一般環境の粒子濃度に対応し、粒径チャンネル数が多いタイプのものは、ISO の
規格(21501-1)で光散乱式エアロゾルスペクトロメータと呼ばれている。測定原理はク
リーンルーム用と同じであるが、高濃度に対応するために、一般に吸入した空気の一
部だけを計測している。 

凝 縮 粒 子 計 数 器
(condensation particle 
counter: CPC) 

約 0.01～>1 µm (装置によって下限は 0.001 µm)の粒径範囲のエアロゾルについての
総個数濃度が計測できる装置である。基本原理は OPC と同じだが、試料空気をアル
コールなどの過飽和雰囲気に導入し、粒子にアルコールなどの蒸気を凝縮させること
により、小さな粒子を大きく成長させ、通常の OPC では計測できない小さな粒子ま
で計測できる。ただし、粒径の情報は得られない。ポータブルタイプのものもあり、
作業環境での排出実態測定など汎用モニタリングに使用できる。 

走査型移動度粒径測
定 器 (scanning 
mobility particle sizer: 
SMPS) 

約 0.01～1 µm (装置によって下限は 0.001 µm)の粒径範囲のエアロゾルについて、粒
径(電気移動度径)別の個数濃度が計測できる装置である。粒子を荷電する荷電部(放射
線 源 な ど の 中 和 器 、 コ ロ ナ 放 電 な ど ) 、 粒 子 を 分 級 す る 微 分 型 移 動 度 分 析 器 
(differential mobility analyzer: DMA)、粒子を検出する CPC からなる。荷電させたエ
アロゾルを DMA の電場内に導入すると、粒子は静電気力と流体抵抗のバランスに応
じた移動特性を示す。流体抵抗は粒子サイズに依存することから、電場の強さを調整
することで、目的の粒子サイズの粒子のみを選択的に取り出すことができる。DMA の
電圧を少しずつ変えながら計測するため、一回(一通りの粒径範囲)の計測に数分かか
る。電気移動度径は、粒子の流体抵抗に基づくものであり、拡散係数が等価な球形粒
子の径と位置づけられる。 

エアロダイナミック
パーティクルサイザ
ー (aerodynamic 
particle sizer: APS) 

約 0.5～20 µm の粒径範囲のエアロゾルについて、粒径(空気力学径)別の個数濃度が測
定できる装置。粒子を含んだ空気をノズルから勢いよく吹き出したときに粒子が得る
速度が粒子の大きさ(空気力学径)に依存することを利用して、二段のレーザー光を通
過する際の粒子による 2 回の散乱光パルスの間隔から、粒径を求める(小さな粒子ほど
加速されて通過時間が短い)。また、パルス数から、粒子個数を得る。 

(光散乱式)粉塵計 エアロゾルのおよその重量濃度が計測できる装置である。エアロゾルを含む試料空気
をポンプで吸引し、レーザー照射領域を通過させ、粒子によるレーザーの光散乱を検
出する。OPC が粒子 1 個ずつの光散乱を見ているのに対し、粉塵計は、複数の粒子の
総光散乱強度を見ている。エアロゾルの重量濃度と散乱光量がほぼ直線的に敏感に比
例することを利用して、エアロゾルの重量濃度を散乱光の強弱として測定する。比例
直線の傾きにあたる重量濃度変換係数を、フィルターによる粒子捕集との同時計測な
どにより、あらかじめ求めておくことで、より正確な重量濃度を得ることができる。 
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図 7.3 エアロゾル計測器の対象粒径範囲 
粒径範囲はおよその値であり、製品によって異なる。 

 
プル中 6 サンプルでセシウムが検出された。NIOSH は、その他に酢酸 CNF やナノセルロースの製
造施設でも、エアロゾル計測器を用いた作業環境測定を行っている（Glassford et al., 2020）。 

O’Connor et al.（2014）は、カナダの CelluForce 社の実証プラントにおいて、CNC のスプレー
ドライと袋詰め作業の際の粉塵暴露可能性を評価している。対象とする CNC はミクロンサイズの
凝集粉体であった。測定は、SMPS、OPC および TEOM（Tapered Element Oscillating Microbalance: 
振動素子式マイクロ天秤による質量濃度計測器）により行われた。スプレードライと袋詰め作業の
際、比較的大きな粒子を測定する OPC と TEOM の濃度は、バックグラウンドの 2～3 倍に上昇し
た。プラントは、スタートアップの期間で、まだ袋詰めプロセスが最適化されていなかったこと、
そして、TEOM による測定値は約 50 µg/m3 であり、作業環境としてはそれほど高い濃度ではない
ことが言及されている。SMPS によるナノサイズ粒子の測定結果は、バックグラウンドと作業中で
結果は大きく変わらなかった。また、スクリューコンベアが詰まり、システムを開放し、掃除をし
た際に、SMPS と OPC による測定が行われている。OPC による測定値は、掃除の際に 0.58 個/cm3

から 82 個/cm3 に増加したが、その後の通常運転では 0.74 個/cm3 となり、バックグラウンドレベ
ルに戻った。SMPS によるナノサイズ粒子の測定値は、掃除や通常運転時より、バックグラウンド
の方が高かった。 

Ellis（2017）は、欧州規格（EN 15051-2:2013）の回転ドラム法による模擬試験により、CNC の
飛散性（dustiness）試験を行っている。排出されたエアロゾル粒子を、吸引性粉塵（inhalable）、咽
頭通過性粉塵（thoracic）、吸入性粉塵（respirable）に分けて、その重量を測定した（吸引性粉塵、
咽頭通過性粉塵、吸入性粉塵については、図 7.2 を参照）。飛散性は、低・中・高に判定されるが、
CNC の種類によって、低になるものから高になるものまでがあった。また、Ellis は、CNC 水分散
液の飛散と、CNC 乾燥粉体の撹拌時の飛散についても評価している。エアロゾル粒子の電子顕微
鏡観察では、CNC 水分散液の飛散粒子は棒状だが、CNC 乾燥粉体は球形に近い凝集形態であった。
CNC 乾燥粉体の撹拌時には、時間と共にエアロゾル計測器（OPC および SMPS）の濃度は増加し
た。 
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7.4 NEDO委託事業の成果 
NEDO 委託事業で実施した作業環境計測の事例を表 7.3 に、模擬試験の事例を表 7.4 にまとめ

る。それぞれの概要を 7.4.1～7.4.8 節で示す。 
 

表 7.3 作業環境計測の事例（NEDO委託事業） 
材料 測定法 対象プロセス 結果等 出典 
CNF エアロゾル計測

器(CPC、
OPC、粉塵計)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分
析、炭素分析、

熱分解 GC-MS、
SEM 

CNF 乾燥粉体
の製造施設 
① 乾燥粉体の

回収(全体
換気) 

② 乾燥粉体の
小分け(ヒ
ュームフー
ド) 

①②換気システムまたはヒュームフードに
よって、飛散した CNF は、作業者の
近傍には広がることがなく、効果的に
除去されていた。作業者近傍の吸入性
粉塵の CNF 濃度は 2 µg/m3 未満であ
り、一般の粉塵やナノ材料の許容濃度
と比較しても、十分に低いレベルであ
った。 

Ogura et 
al. (2020) 

リグノ CNF エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、粉塵計)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分
析、炭素分析、

熱分解 GC-MS、
SEM 

CNF 複合材の
製造施設 
① ペレット化 
② 混練 

①②CNF 複合材の製造現場におけるペレ
ット化と混練の際のエアロゾル濃度
は、既存の粉塵やナノ材料の許容濃度
と比較しても十分に低かった。 

小倉ら
(2020) 

TEMPO 酸化
CNF/液状ゴム粉

体 
 

エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、粉塵計)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分
析、炭素分析、

熱分解 GC-MS、
SEM 

CNF/ゴム複合
材の製造施設 
①乾燥後の

CNF/液状ゴ
ム粉体を回収 

②CNF/液状ゴ
ム粉体とスチ
レンブタジエ
ンゴムの混練 

①試料の取り出し口付近において、総粉塵
の濃度が 100 µg/ｍ3 程度まで上昇した。
通常行わないような乾燥状態での繰り返
しの撹拌をすることで、より飛散しやす
い状態になったと考えられた。吸入性粉
塵で見た場合、濃度上昇は約 10 µg/ｍ3

またはそれ以下であった。 
②明確な濃度上昇は見られなかった。 

 

CNF/トリエチレ
ングリコール複合

材 
 

CNF/ポリエステ
ル複合材 

エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、粉塵計)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分
析、炭素分析、

熱分解 GC-MS、
SEM 

CNF 複合材を
裁断する工程 

吸入性粉塵は、空回し時とサンプルの裁断
時で明確な差が見られず、また、装置近傍
と部屋入り口の濃度にも明確な差は見られ
なかった。CNF の吸入性粉塵濃度は数
µg/ｍ3 以下と考えられた。総粉塵で見る
と、空回し時より裁断時の方が、また、部
屋入り口より装置近傍の方が、濃度は若干
高い傾向が見られたが、最大でも約 20 
µg/ｍ3 程度であった。 

 

CPC：凝縮粒子計数器、OPC：光散乱式粒子計数機、GC-MS：ガスクロマトグラフィー–質量分析、SEM：走査型
電子顕微鏡 
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表 7.4 模擬試験の事例（NEDO委託事業） 
材料 測定法 対象プロセス 結果等 出典 

11 種の CNF 乾燥
粉体と 1 種の
CNC 乾燥粉体 

エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、粉塵計、
SMPS、APS)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分

析、SEM 

CNF 乾燥粉体
の移し替え模擬
試験 

CNF 乾燥粉体の移し替えにより飛散した
粒子は、およそ 0.1~10 µm の大きさの凝
集粒子であった。試験に用いた試料重量当
たりの吸入性粉塵飛散量はおよそ 1～100 
mg/kg であった。飛散した CNF 乾燥粉体
は、棒状のもの、扁平状のものなど、不均
一な形をしており、大きさは、数 µm 以上
の粒子が SEM で多く観察された。 

小倉ら
(2020); 

Ogura et 
al. (in 

preparati
on) 

 

8 種の CNF 乾燥
粉体と 1 種の
CNC 乾燥粉体 

エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、粉塵計、
SMPS、APS)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分

析、SEM 

小型回転ドラム
によるダスティ
ネス試験
（EN17199-4, 
2019） 

飛散した粒子は、およそ 0.1~10 µm の大
きさの凝集粒子であった。試験に用いた試
料重量当たりの吸入性粉塵飛散量はおよそ
10～300 mg/kg であり、試験に用いた試料
重量当たりの飛散粒子個数はおよそ 500～
40,000 個/mg であった。 

Ogura et 
al. (in 

preparati
on) 

機械解繊 CNF、 
TEMPO 酸化

CNF、 
リン酸エステル化

CNF 

TEM、SEM 水分散液の飛沫
としての飛散の
評価 

CNF を含む液滴を気中で乾燥させないで
捕集した場合には、網目状の CNF が観察
された。一方、CNF を含む液滴を気中で
乾燥させた場合には、液滴の乾燥・収縮に
伴い形成されたと考えられる密に凝集した
粒子が観察された。 

小倉ら
(2020) 

機械解繊 CNF/PP
複合材、 

リグノ CNF/PP
複合材、 

リグノ CNF/PA6
複合材 

エアロゾル計測
器(CPC、

OPC、SMPS)、 
粉塵のフィルタ
ー捕集→重量分

析、SEM 

CNF 複合材の
切削試験、摩耗
試験 

CNF 複合材の切削や摩耗時の飛散粒子
は、CNF 含有の有無でほとんど変わら
ず、CNF と思われる繊維状の粒子は観察
されず、飛散粒子のほとんどは樹脂そのも
のの塊、または樹脂と CNF の混合物の塊
と考えられた。劣化試料の摩耗試験におい
ても同様であった。 

小倉ら
(2020)他 

PP：ポリプロピレン、PA6：ポリアミド 6、CPC：凝縮粒子計数器、OPC：光散乱式粒子計数機、SMPS：走査型
移動度粒径測定器、APS：エアロダイナミックパーティクルサイザー、SEM：走査型電子顕微鏡、TEM：透過型電
子顕微鏡 
 

7.4.1 CNF乾燥粉体の製造施設における作業環境計測 
CNF の製造施設において、換気による気流の中でホッパー下のタンクに集められた CNF 乾燥粉

体を回収する工程と、ヒュームフード（ドラフトチャンバー）内で CNF 乾燥粉体を大袋から小袋
へ小分けする工程を対象に作業環境計測を行った（Ogura et al., 2020、図 7.4）。粉塵を CPC、OPC、
粉塵計で計測するとともに、フィルターで捕集し、重量分析、炭素分析、熱分解 GC-MS による分
析および走査型電子顕微鏡（SEM）観察を行った。各測定の結果から、両工程ともに CNF の飛散
が起きていることが確認されたが、換気システムまたはヒュームフードによって、飛散した CNF
は、作業者の近傍には広がることがなく、効果的に除去されていた。熱分解 GC-MS により測定さ
れた作業者近傍の吸入性粉塵の CNF 濃度は 2 µg/m3 未満であり、一般の粉塵の許容濃度や、カー
ボンナノチューブや二酸化チタンナノ粒子などのナノ材料の許容濃度（図 7.1）と比較しても、十



第 7 章 排出・暴露の評価 

-79- 

分に低いレベルであった。 
 

 
図 7.4 CNF乾燥粉体の製造施設における作業環境計測（Ogura et al., 2020） 

 
7.4.2 CNF複合材の製造施設における作業環境計測 

リグノ CNF 複合材の製造施設において、CNF およびその他の粒子の飛散や暴露の可能性を評価
するために作業環境計測を行った（小倉ら, 2020）。ポリアミド 6（PA6）と CNF の複合材（PA6/CNF）
のペレット化（図 7.5）と混練（図 7.6）を評価対象とした。比較のために CNF（パルプ）を含まな
い PA6 そのものについてもペレット化と混練を行った。ペレット化は、混練して棒状（ストラン
ド）にした樹脂や複合材を切断機で数 mm のペレットに切断する工程である。混練は、樹脂とパル
プを二軸混練押出機により、温度をかけた上で練って混ぜる工程である。パルプは混練に伴い解繊
されてナノ化される。PA6/CNF 複合材は 1 回混練したものを再度混練し、計 2 回混練が行われた。 

エアロゾル計測器による測定では、ペレット化については、作業の前後で特に濃度の変化は見ら
れなかった。一方、混練については、装置の近傍で計測値の上昇が見られた。多くは、CNF（パル
プ）の有無によらず、装置の稼働や加熱に伴い揮発した樹脂成分に由来するものと考えられた。原
料投入時に投入口近傍において、瞬間的な上昇が見られ、総量としては多くないが、試料の投入時
に若干の発塵があると考えられた。 

各工程の際にフィルター捕集したエアロゾル粒子の重量濃度、炭素分析による炭素濃度、熱分解
GC-MS によるセルロース相当濃度の結果は、総粉塵では対照地点より装置近傍の方が若干濃度は
高かったが、PA6 と PA6/CNF で大きな差はなかった。また、肺に入る大きさである吸入性粉塵の
結果については、対照地点（セルロース相当濃度：<0.7～9.5 µg/m3）と装置近傍（セルロース相当
濃度：2.4～8.0 µg/m3）で明確な差はなかった。一般の粉塵の許容濃度や、カーボンナノチューブ
や二酸化チタンナノ粒子などのナノ材料の許容濃度（図 7.1）と比較しても、今回の測定値は十分
に低い値であった。 

フィルター捕集したエアロゾル粒子の電子顕微鏡観察では、いずれにおいても、CNF やパルプと
思われる繊維状の粒子は観察されなかった。 
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図 7.5 CNF複合材の製造施設における作業環境計測：ペレット化（小倉ら, 2020） 

測定位置 A, B：ペレット切断機近傍、測定位置 C：対照 

 

 
図 7.6 CNF複合材の製造施設における作業環境計測：混練（小倉ら, 2020） 

測定位置 A：原料投入口近傍（投入口から約 20 cm） 
測定位置 B：混練出口近傍（出口から約 20 cm）→基本的にフードに吸われる空気 
測定位置 C：対照（混練機からの距離：約 4 m） 
 

7.4.3 CNF/ゴム複合材の製造施設における作業環境計測 
CNF/ゴム複合材の製造施設において、CNF/液状ゴム粉体を乾燥後に回収する工程（模擬的に乾

燥済みの試料を使って、撹拌後に試料を回収する操作１サイクル約５分を 10 回繰り返し実施：図
7.7）と、CNF/液状ゴム粉体をスチレンブタジエンゴムと混練する工程（試料投入から取り出しま
での 1 サイクル約 12 分を 6 サイクル：図 7.8）を対象に作業環境計測を行った。粉塵を CPC、
OPC、粉塵計で計測するとともに、フィルターで捕集し、重量分析、炭素分析、熱分解 GC-MS に
よる分析および SEM 観察を行った。 

CNF/液状ゴム粉体を回収する工程では、試料の取り出し口付近において、総粉塵の濃度が 100 
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図 7.7 CNF/ゴム複合材の製造施設における作業環境計測： 
CNF/液状ゴム粉体の乾燥後の回収工程 

測定位置 A：試料の取り出し口付近 
測定位置 B：簡易フードの外 
測定位置 C：対照（取り出し口からの距離：約 3 m） 

     
図 7.8 CNF/ゴム複合材の製造施設における作業環境計測： 
CNF/液状ゴム粉体とスチレンブタジエンゴムを混練する工程 

測定位置 A：混練機の試料投入・取り出し口付近 
測定位置 B：対照（取り出し口からの距離：約 3 m） 
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µg/ｍ3 程度まで上昇した。エアロゾル計測器の結果を見ると、操作を繰り返し行っていくに従い濃
度の上昇が見られていることから、通常行わないような乾燥状態での繰り返しの撹拌をすることで、
より飛散しやすい状態になったと考えられた。ただし、肺に入る大きさの吸入性粉塵で見た場合、
濃度上昇は約 10 µg/ｍ3 またはそれ以下であった。混練工程では、明確な濃度上昇は見られなかっ
た。 
 
7.4.4 CNF複合材の裁断時の作業環境計測 

CNF 複合材（①CNF/トリエチレングリコール（TEG）乾燥体（1：1.5）、②CNF＋TEG 乾燥体
（1：3）、③CNF/ポリエステル）を裁断する工程を対象に作業環境計測を行った（図 7.9）。粉塵を
CPC、OPC、粉塵計で計測するとともに、フィルターで捕集し、重量分析、炭素分析、熱分解 GC-
MS による分析および SEM 観察を行った。エアロゾル計測器による測定の結果、わずかではある
が、裁断機の稼働時にサブミクロンサイズの定常的な粒子排出があること、裁断終了後の掃除の際
にミクロンサイズの粒子の瞬間的な排出があることが分かった。フィルター捕集サンプルの分析に
おいて、吸入性粉塵は、空回し時とサンプルの裁断時で明確な差が見られず、また、装置近傍と部
屋入り口の濃度の間にも明確な差は見られなかった。CNF の吸入性粉塵濃度は数 µg/ｍ3 以下と考
えられた。総粉塵で見ると、空回し時より裁断時の方が、また、部屋入り口より装置近傍の方が、
濃度は若干高い傾向が見られたが、最大でも 20 µg/ｍ3 程度であった。 

 
7.4.5 CNF乾燥粉体の移し替え模擬試験 

3 種の CNF 乾燥粉体を対象に、CNF 乾燥粉体の取り扱い時の飛散性を評価するために、移し替
えの模擬試験（図 7.10）を行った（小倉ら, 2020）。また、追加で 8 種の CNF 乾燥粉体と 1 種の
CNC 乾燥粉体についても同様の試験を行った（Ogura et al., in preparation）。その結果、各種エア
ロゾル計測器により飛散した CNF 粒子が検出できることを確認した。CNF 乾燥粉体の移し替えに
より飛散した粒子は、およそ 0.1~10 µm の大きさの凝集粒子であった。試験に用いた試料重量当た
りの吸入性粉塵飛散量はおよそ 1～100 mg/kg であった。粉塵計の測定値は、フィルター捕集によ
り求めた気中濃度のおよそ 50～120％であり、適切な補正をしないと過小または過大評価になるこ
とが分かった。飛散した CNF 乾燥粉体は、棒状のもの、扁平状のものなど、不均一な形をしてお
り、大きさは、数 µm 以上の粒子が SEM で多く観察された。 
 
  



第 7 章 排出・暴露の評価 

-83- 

 
図 7.9 CNF複合材の裁断時における作業環境計測 

測定位置 A：裁断機の裁断部付近 
測定位置 B：裁断試料の回収部付近 
測定位置 C：対照（部屋への空気流入口） 

 
 

 
図 7.10 CNF乾燥粉体の移し替え模擬試験 
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7.4.6 CNF乾燥粉体のダスティネス試験 
粉体ナノ材料の飛散性（ダスティネス）を評価する欧州規格の一つ（EN17199-4, 2019）である

小型回転ドラム（図 7.11）を用いて、8 種の CNF 乾燥粉体と 1 種の CNC 乾燥粉体を対象にダス
ティネス試験を実施した（Ogura et al., in preparation）。飛散した粒子は、およそ 0.1~10 µm の大
きさの凝集粒子であり、移し替え模擬試験の結果とほぼ同じであった。試験に用いた試料重量当た
りの吸入性粉塵飛散量はおよそ 10～300 mg/kg であり、試験に用いた試料重量当たりの飛散粒子
個数はおよそ 500～40,000 個/mg であった。これらの数値は、既報の酸化チタンナノ粒子を対象と
した試験の数値とほぼ同等であった。 

 
図 7.11 CNF乾燥粉体のダスティネス試験 

 
7.4.7 CNF水分散液の飛沫としての飛散 

CNF 水分散液の飛沫としての飛散については、水分散液製造工程での噴出、スプレー製品噴霧に
よる製品中の CNF の飛散あるいは製造工程から意図しない漏洩による飛散等が考えられる。飛散
した CNF の液滴は、その乾燥条件により CNF の凝集状態が変化することが考えられ、暴露量や影
響も異なってくることが考えられる。そこで、CNF 水分散液を飛沫状態で飛散させ、液滴付着時の
形態を、乾燥条件を変更して観察した（小倉ら, 2020）。 

CNF を含む液滴を気中で乾燥させないで捕集した場合には、網目状の CNF が観察された（図
7.12 左）。一方、CNF を含む液滴を気中で乾燥させた場合には、液滴の乾燥・収縮に伴い形成され
たと考えられる密に凝集した粒子が観察された（図 7.12 右）。一般に数十 µm を上回るような液滴
の場合には重力沈降ですぐに落下し、数十 µm より小さな液滴（水滴）の場合にはすぐに揮発して
しまうと考えられることから、CNF 水分散液の飛沫が発生しても、吸入時の CNF は乾燥して密に
凝集した粒子が主になると考えられる。CNF は一旦乾燥すると表面の水酸基同士の水素結合によ
り全体として強く凝集し、比表面積も小さくなる。凝集してもナノの構造を保って比表面積が高い
状態のままである他のナノ材料（カーボンナノチューブや二酸化チタンなど）とは、性質的に異な
るように思われる。ただし、湿度が非常に高く液滴の揮発が起きにくいような場合や、液滴が水分
散液ではなく揮発しにくいオイルのような場合には、繊維状態の CNF への暴露が起こりうると考
えられる。 
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図 7.12 CNF水分散液の飛沫としての飛散（左：乾燥なし、右：乾燥あり）（小倉ら, 2020） 

 
7.4.8 CNF複合材の切削試験、摩耗試験 

CNF 複合材の加工や摩耗時における CNF の排出・暴露可能性を評価するために CNF 複合材の
切削試験および摩耗試験を実施した（小倉ら, 2020、図 7.13）。CNF 複合材に加え、比較のために
CNF を加えていない樹脂も対象とした。CNF 複合材の切削や摩耗時の飛散粒子の粒径分布の形は、
CNF 含有の有無でほとんど変わらなかった。また、飛散粒子の形態観察では、CNF と思われる繊
維状の粒子は観察されず、飛散粒子のほとんどは、樹脂そのものの塊、または樹脂と CNF の混合
物の塊と考えられた。劣化試料の摩耗試験においても同様であった。限られたデータではあるが、
CNF は母材である樹脂と結合した状態にあり、CNF 単体としての排出・暴露は限定的であると考
えられる。部材の加工や摩耗の際には CNF 含有の有無によらず粉塵が発生するが、樹脂自体の粉
塵の排出や暴露を適切に管理することで、CNF 単体としての排出・暴露も低く管理できると考えら
れる。 

 

 

図 7.13  CNF複合材の切削・摩耗試験 
 
7.5 まとめ 

ナノセルロースの気中への排出と吸入暴露に焦点を当てて、情報を整理した。ナノセルロースの
排出・暴露に関する既存の文献はまだ少なく、それらは主にエアロゾル計測器を利用した簡易な計
測に基づくものであった。NEDO 委託事業では、CNF 乾燥粉体や CNF 複合材の製造施設等で作
業環境計測を実施し、セルロースの定量分析に基づき、気中の CNF 濃度を定量的に評価した。ま
た、各種模擬試験（CNF 乾燥粉体の飛散、CNF 水分散液の飛沫飛散、CNF 複合材の切削・摩耗）
を実施した。そこで得られた知見を基に、注意が必要なプロセス、対策と管理、排出・暴露の計測
法について以下にまとめる。 
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＜暴露の観点で注意が必要なプロセス＞ 
ナノセルロースの乾燥粉体の取り扱い時は、飛散が起きやすい（O’Connor et al., 2014; Ellis, 2017; 

Ogura et al., 2020; 小倉ら, 2020）。CNF は一般に水分散液の状態で製造されるが、乾燥状態の方が
保管や輸送が楽なこと、樹脂との混練する際には乾燥状態の方が取り扱いがしやすいことなどから、
各社独自の工夫により乾燥状態の CNF の製造・出荷も行われつつある。乾燥した CNF の取り扱い
時には吸入暴露が起こりやすいので、注意が必要と考えられる。また、清掃時やメンテナンス時な
ども、同様に注意が必要と考えられる（Martinez et al., 2013; Geraci, 2014; Glassford et al., 2020; 
O’Connor et al., 2014）。 

CNF 水分散液は、乾燥粉体に比べると飛散や吸入暴露が起こりにくいと考えられるが、例えば、
水分散液製造工程での噴出、スプレー製品噴霧による製品中の CNF の飛散あるいは製造工程から
意図しない漏洩による飛散等が考えられる。NEDO 委託事業で行った CNF 水分散液の飛沫の評価
において、CNF を含む液滴を気中で乾燥させないで捕集した場合には網目状の CNF が観察され、
CNF を含む液滴を気中で乾燥させた場合には凝集した固まった粒子が確認された。このように、気
中での液滴の乾燥の有無で、暴露時の CNF の形態は大きく異なると考えられる。一般に数十 µm
を上回るような液滴の場合には重力沈降ですぐに落下し、数十 µm より小さな液滴（水滴）の場合
にはすぐに揮発してしまうと考えられることから、CNF 水分散液の飛沫が発生したとしても、吸入
時の CNF は乾燥して密に凝集した粒子が主になると考えられる。ただし、湿度が非常に高く液滴
の揮発が起きにくいような場合や、液滴が水分散液ではなく揮発しにくいオイルのような場合には、
繊維状態の CNF への暴露が起こりうると考えられる。 

CNF 複合材に関して、NEDO 委託事業で実施した CNF 複合材の製造現場の調査では、ペレッ
ト化と混練の際のエアロゾル濃度は、既存の粉塵やナノ材料の許容濃度と比較しても十分に低かっ
た。また、CNF 複合材の切削や摩耗時の飛散粒子は、CNF 含有の有無でほとんど変わらず、CNF
と思われる繊維状の粒子は観察されず、飛散粒子のほとんどは樹脂そのものの塊、または樹脂と
CNF の混合物の塊と考えられた。限られたデータではあるが、CNF は母材である樹脂と結合した
状態にあり、CNF 単体としての排出・暴露は限定的であると考えられる。 
 
＜対策と管理＞ 

換気や局所排気装置（ヒュームフード等）は飛散 CNF の対策として有効であった（Vartiainen et 
al., 2011; Ogura et al., 2020）。特に CNF の乾燥粉体を取り扱う際には、CNF の飛散が起きやすい
ので、局所排気や保護具等の使用が推奨される。 

ナノセルロースを対象とした吸入暴露の許容濃度の提案値はまだないが、他のナノ材料や粉塵の
許容濃度を参考にして、当面の現場の管理の目安となる濃度を設定していくことが重要と考えられ
る。ナノ材料の許容濃度は、一般にナノでない同じ物質の許容濃度よりも低い値で定められており、
ナノセルロースにおいても、十分な情報がない中では、従来のセルロースより低い値で管理するこ
とが望ましいと考えられる。英国規格協会やドイツ法定災害保険研究・試験研究所の提案（ナノで
ない同じ物質の≦1/10 の値をベンチマークとする）に沿うと、例えば、ナノでないセルロース（綿
塵）の吸入性粉塵の許容濃度 1 mg/ｍ3 を 1/10 にした 100 µg/ｍ3 が一つのベンチマークとなる。こ
れは、日本産業衛生学会よるナノ TiO2 およびナノ ZnO の許容濃度（それぞれ 300 および 500 µg/
ｍ3）より若干低い値である。ベンチマークの設定は、その濃度が計測できるかどうかということも
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考慮して決定する必要がある。 
CNF の複合材の加工や摩耗の際には CNF 含有の有無によらず粉塵が発生するが、CNF 単体と

しての排出・暴露は限定的であると考えられることから、樹脂自体の粉塵の排出や暴露を適切に管
理することで、CNF 単体としての排出・暴露も低く管理できると考えられる。 

 
＜排出・暴露の計測法＞ 

多くの報告で、CPC、OPC、粉塵計などのエアロゾル計測器が使われていた。これらは、小型で、
秒単位の測定値が得られることから、現場の日常の安全管理に有用であると考えられるが、CNF と
それ以外の粒子を識別することはできないので、CNF ありとなしの比較や、バックグラウンド濃度
との比較が重要になる。粉塵をフィルターに捕集して、重量を測定する場合にも、CNF とそれ以外
の粒子の識別が問題となる。気中に浮遊する微量セルロースの定量分析法としては、石英フィルタ
ーに粉塵を捕集したあとに、熱分解ガスクロマトグラフィー質量分析（GC-MS）で分析する方法が
ある（Ogura et al., 2020; 小倉ら, 2020）。CNF の作業環境計測の方法については、十分に確立して
いるわけではないが、NEDO 委託事業の作業環境計測の事例を参考にしていただければ幸いであ
る（7.4.1～7.4.4 節）。 
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 第 8章 生態影響の評価 
8.1 はじめに 

CNF の実用化に伴い、製造量および市場への流通量が増加するとともに、工業廃水や家庭排水
を経路として、水環境に流入する CNF の量が大幅に増加し、水環境に生息する生物が CNF に暴
露する機会は増加する可能性がある。そのため、人に対する CNF の安全性だけでなく、環境にお
ける CNF の安全性も確認しておくことが望ましい。また、生態リスク評価により CNF の環境影
響を評価した結果を活用することで、環境に出る可能性がある用途への開発や、適切な廃棄処理
の設定が可能となる。 

化学物質およびナノ材料の生態リスク評価を実施する場合、一般的に、藻類、甲殻類、魚類な
どの水生生物を用いた生態毒性試験の結果に基づいて、生態影響（水生生物に対する有害性）の
評価が実施される。これらの生態毒性試験は、経済協力開発機構（OECD）のテストガイドライ
ン（TG）等の試験方法に準拠して行われる。しかしながら、CNF は難水溶性であり、OECD の
ガイダンス文書で示されている試験困難物質に該当するため、通常の TG に準拠した試験方法に
よる試験では、CNF の生態影響を適切に評価できない可能性がある（OECD, 2019a）。 

これまでに NEDO 委託事業（2020～2024 年度）では、生態毒性試験を実施している既報の文
献情報を収集し、藻類、甲殻類および魚類を用いた CNF の生態影響に関する現状の知見を整理す
ると共に、OECD のガイダンス文書の検討事項と照らし合わせて、CNF の生態毒性試験の手法を
確立する上で留意すべき点を総説論文としてまとめた（田井ら, 2022）。次節（8.2 節）では、その
総説論文に基づいて、藻類、甲殻類、魚類およびその他の魚介類を用いた CNF の生態毒性試験の
現状の知見を概説する。そして、8.3 節では、Stoudmann et al.（2019）の報告を基に、複数の生
態毒性試験の結果に基づく生態リスク評価の手法（予測無影響濃度の計算や予測環境中濃度との
比較によるリスク判定など）やその結果の例について概説する。 

総説論文にもまとめているが、現状においては、CNF の試験方法は十分に確立されておらず、
研究者が各自に試験を実施している状況である。例えば、CNF は培地成分（塩類）により凝集・
沈降しやすくなるが、試験溶液中の CNF の濃度や分散状態の確認はほとんど行われていない。
CNF の特性にあわせた試験方法の確立が課題としてある。そうした課題を踏まえて、NEDO 委
託事業では、評価対象とする CNF ごとに、生態毒性試験の方法および条件を確立した。確立した
試験方法・条件に従い、生態毒性試験を実施し、得られた毒性値を基に生態影響の評価値として
予測無影響濃度を導出した。8.4 節では、その取り組みの成果を紹介する。 
 
8.2 既存文献の情報 

本節は、CNF の生態毒性試験の手法を確立する上での留意点を整理した田井ら（2022）の総説
論文に基づいて、藻類、甲殻類および魚類を用いた CNF の生態毒性試験の結果を整理した。加え
て、その他の生物種（魚介類等）に対する CNF の生態影響試験の結果も整理した。 

これまでに報告されている、CNF およびその他のナノセルロース類を対象とした、実験室内で
の藻類、甲殻類および魚類に対する生態毒性試験の情報を収集するために、2010 年から 2021 年
の期間で報告された論文を対象として、「nano」、「cellulose」、「toxicity」という３語に加え
て、「Alga」、「Daphnia」、「Fish」という単語のいずれかを含めて、医学・生物学文献データ
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ベースである PubMed（https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/）で検索した。その結果、Alga の結果が 10
報、Daphnia の結果が 5 報、Fish の結果が 10 報となった。また、2022 年から 2024 年 10 月末の
期間で報告された論文を対象に、2021 年以前と同様の方法で検索するとともに、Google Scholer
でトップページにヒットした論文 20 報、および、2010 年から 2021 年の期間で報告された論文
から収集した論文を対象に、被引用文献を収集した。そこからさらに精査を行い、CNF およびそ
の他のナノセルロース類を対象とした、藻類、甲殻類、魚類およびその他の魚介類を用いた生態
毒性試験を実施している 13 報のデータを抽出した（表 8.1）。以下にそれらの概要を紹介する。 

 
Kovacs et al.（2010）は、９種の水生生物に対して、ナノ結晶セルロース（NCC）およびカルボ

キシメチルセルロース（CMC）の生態毒性試験を実施した。試験はそれぞれ、ニジマスは
Environmental Canada（2000a）、オオミジンコは Environmental Canada（2000b）、ニセネコゼミ
ジンコは Environmental Canada（2007）、ファットヘッドミノーは Kovacs et al.（2007）の 3 週
間短期繁殖試験、ムレミカヅキモは Blaise & Vasseur（2005）の 96 ウェルマイクロプレートを用
いた 72 時間の生長阻害試験、ホウネンエビ目の一種は ISO 14380（2011）、およびゼブラフィッ
シュは Hill et al.（2005）の 5 日間胚発生試験に準拠して実施された。NCC は、290 mg/L でファ
ットヘッドミノーの繁殖に影響を与え、34 mg/L でニジマスの細胞生存率を 20%減少させたが、
他のほとんどの生物種の生存や生長には、CMC と同程度の 1000 mg/L 以下の濃度でも影響を及
ぼさなかった。この結果から、NCC の潜在的な毒性および環境リスクは低いと判断された。 

Vartiainen et al.（2011）は、ミクロフィブリル化セルロース（MFC）および参照物質として微
結晶セルロース（MCC）を用いて、オオミジンコの遊泳阻害試験（OECD TG202）を実施した。
40～600 mg/L の濃度において、仔虫の運動性が、MFC により 15～25％、MCC により 15～35％
阻害された。これは、被験物質が溶液中に均一に分散されておらず、供試生物に被験物質が付着
して、物理的に運動性が妨害されたためと考察されている。 

Pereira et al.（2014）は、高イオン強度の Bold’s Basal 培地およびセーヌ河から採取した水試料
を培地に用いて、綿由来の CNF のクロレラの生長に対する影響を調査した。被験物質の分散性の
指標として、ゼータ電位が測定された。Bold’s Basal 培地では、CNF の設定最低濃度である 1 mg/L
においても、試験開始から 24 時間以降の生長が対照区と比較して有意に低下した。セーヌ河の水
試料では、50 および 100 mg/L において、96 時間後の生長が対照区と比較して有意に低下した。
また、Bold’s Basal 培地およびセーヌ河の水試料は共に、72 時間後に生存する細胞の割合が、対
照区と比較して全ての CNF 暴露濃度（1、50 および 100 mg/L）で有意に低下した。どちらの試
験水でも、CNF を添加した試験区では、すべてゼータ電位の絶対値が 30 よりも小さく、分散性
が保たれていなかった。また、セーヌ河の水試料に CNF を添加した試験区では、クロレラを取り
囲むように、ガム状のセルロースが生成されていた。これは、CNF と植物プランクトンの間の相
互作用により生産された細胞外高分子物質であり、これがクロレラの細胞表面への CNF の吸着
を増加させることで、細胞壁でのガス交換や細胞膜での栄養素の取り込みに影響を与えた結果、
クロレラの生長阻害が生じたことが示唆された。 

Munk et al.（2015）は、1、50 および 100 mg/L の綿由来の CNF による糸状緑藻類のクレブソ
ルミディウムへの有害性を調査した。細胞数の減少が非用量依存的にすべての濃度区で観察され
た。生長阻害は、試験開始から 48 時間以降、すべての濃度区で有意に認められた。また、すべて

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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の濃度区でいずれかの時間に細胞生存割合の低下が認められた。ただし、72 時間、96 時間後で
は、50 mg/L のみ有意な低下が認められた。 

Harper et al.（2016）は、８種の CNC および３種の CNF を対象に、各ナノセルロースのアス
ペクト比や表面化学の変化、合成方法の違いによる生物への影響の違いを把握するために、ゼブ
ラフィッシュ胚を用いて死亡割合、発達進行、形態学的異常、および生理学的機能について調査
した。試験は Usenko et al.（2008）の繊毛を剝離した受精卵を用いた胚発生試験、および Truong 
et al.（2011）の 96 ウェルマイクロプレートを用いた急性胚毒性試験に準拠して実施された。す
べての CNC において、設定最高濃度の 200 mg/L でも、ゼブラフィッシュの発育への有意な影響
はみられなかった。CNF の毒性も全体的に低かったが、機械解繊法によって製造された Forest 
Products Laboratory 製の CNF は、250 mg/L で有意な死亡割合の増加および卵黄嚢と心嚢浮腫の
上昇を示した。一方、TEMPO（2,2,6,6-テトラメチルピペリジン 1-オキシルの略称）による触媒
酸化処理を施して解繊した Forest Products Laboratory 製の化学合成 CNF（TEMPO 酸化 CNF）
および機械的に解繊して調製されたメイン大学の CNF は、250 mg/L でも有意な毒性を示さなか
った。毒性の違いの原因として機械的処理の種類、セルロース材料の違い、精製方法および精製
後の不純物などが考えられた。今後、様々な機械解繊手法で製造された CNF の毒性を比較し、観
察された毒性の違いの原因を解明することが必要であることが示唆された。 

Ong et al.（2017）は、リグニン被覆 CNF（L-CNF）およびリグニン被覆 CNC（L-CNC）を対
象に、3 種の水生生物に対する影響を評価した。ムレミカヅキモの生長阻害試験（OECD TG201）
における L-CNF および L-CNC の無影響濃度（No Observed Effective Concentration: NOEC）は
それぞれ 300 mg/L および 175 mg/L であった。オオミジンコの遊泳阻害試験（OECD TG202）
における L-CNF および L-CNC の無毒性量（No Observed Adverse Effects Level: NOAEL）はそ
れぞれ 6000 mg/L および 7000 mg/L であった。Truong et al.（2011）に準拠したゼブラフィッシ
ュの胚発生試験における L-CNF および L-CNC の半数致死濃度（50% Lethal Concentration: LC50）
は共に 2000 mg/L であった。これらの試験では、環境では起こりえない人工的に高濃度であって
も、L-CNF および L-CNC のいずれも有害な影響はほとんど観察されなかった。 

Ogonowski et al.（2018）は、漂白された未乾燥の針葉樹亜硫酸パルプから酵素前処理と機械的
せん断および高圧ホモジナイザーにより製造した CNF を用いて、オオミジンコの食物摂取量、生
存、成長および繁殖への影響を調査した。また、同一パルプをカルボキシメチル化した後に高圧
流動化装置で解繊し蛍光標識した CNF により、オオミジンコが摂食した CNF の腸内滞留時間を
調査した。急性毒性および繁殖への影響の調査は、OECD TG202 および TG211 に準拠して実施
された。急性毒性試験においては、2000 mg/L という高濃度の CNF の暴露でも死亡は確認され
なかった。急性毒性がみられなかった理由の１つとして、高濃度で CNF を添加した際に CNF の
凝集の程度が高くなり、オオミジンコが利用可能な CNF の量が変化した可能性が考察された。一
方で、CNF 濃度が> 1 mg/L では摂餌率が低下し、10～20 mg/L では最大で 8 倍の摂食阻害が見
られた。CNF は餌が豊富な時は摂餌率を減少させるが、餌濃度が低いときはわずかではあるが摂
餌率を増加させた。また、CNF の一部は消化され、成長と生殖をサポートするためのエネルギー
源として利用された可能性が高いことが示唆された。カルボキシメチル化蛍光標識 CNF による
腸内保持時間の調査では、60 分間で腸内の CNF 含量は 99%以上減少し、半減期は 28 分と推定
された。 
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Wang et al.（2020）は、木材由来 CNC、綿由来の CNC および CNF を対象に、セネデスムス
属の藻類の生長阻害試験（OECD TG201）、オオミジンコの遊泳阻害試験（OECD TG202）、ゼ
ブラフィッシュ胚の急性毒性試験（OECD TG236）を実施した。10 mg/L の濃度において、いず
れの材料においても、すべての生物種に対して急性毒性は観察されなかった。しかし、これらの
ナノセルロースは、3 種の水生生物に対して、比較的低濃度（0.01～0.1 mg/L）から活性酸素の増
加による酸化ストレスが認められた。金属ナノ粒子と比較すると、ナノセルロース材料は毒性が
低いが、低濃度でも酸化ストレスを誘発しやすいことが示唆された。 

Liu et al.（2020）は、高圧ホモジナイズによって得られた CNF およびスイッチグラス由来のセ
ルロース粉末から硫酸加水分解によって調製した CNC が、ゼブラフィッシュ胚に与える神経毒
性を調査した。設定濃度区間（0.1~30000 mg/L）において、死亡や奇形の用量依存的な増加は見
られなかった。胚に 10 mg/L および 1 mg/L の CNF および CNC を暴露すると、胚内に CNF お
よび CNC が高濃度に濃縮されていた。また、CNF および CNC を幼生へ暴露すると、突起伸長
阻害、軸索誘導異常、および運動ニューロンの喪失という表現型の影響が表れ、その結果として
運動能力の低下が確認された。一方で、血管は正常に形成されており、特異的な神経毒性を持つ
ことが示唆された。また、運動ニューロンにおける CNF および CNC の神経毒性は、神経遺伝子
の発現に起因している可能性が示唆された。この神経毒性については未知な部分が多く、成魚お
よびほかの生物を用いた試験や、表現型と遺伝子ネットワークの関係の検証など、より詳細な研
究が必要であると考察された。 

Pengrian et al.（2021）は、ケナフ由来 CNF の物理化学的特性を調査するともに、オオミジン
コおよびゼブラフィッシュに対する急性毒性を調査した。OECD TG202 および TG203 に準拠し
た 100 mg/L での限度試験が実施された。その結果、ケナフ由来 CNF は、100 mg/L においてオ
オミジンコの遊泳阻害を引き起こさず、ゼブラフィッシュにおいても異常や死亡を引き起こさな
かった。 

Kokol et al.（2023）は、ジアルデヒド CNF/CNC にヘキサメチレンジアミン（HMDA）を結合
させたところ、水中で凝集および沈降傾向を示す、部分的に架橋されたマイクロサイズ（0.5~10 
µm）の粒子（CNF/CNC-ox-HMDA）を得られた。この開発に至るまでのすべての形態の
CNF/CNC について、設定濃度 1~20 mg/L の範囲でオオミジンコの急性毒性試験（ISO/TR 
16197:2014）を実施した。20 mg/L の CNC-ox-HMDA では 85％、CNF-ox-HMDA では 56%の
遊泳阻害が観察された。20 mg/L の CNC-ox に暴露した場合に遊泳阻害を示すミジンコの割合は
最大 25 %、同濃度の CNF-ox に暴露した場合の割合は 14%であったが、架橋されていない CNC
では 13%、CNF では 14%以下であった。CNF/CNC-ox-HMDA の毒性は、アルデヒド基とアミ
ノメチル化された表面基（その結果、分散性が向上）、および、HMDA の結合（両側架橋または
片側グラフト化）の複合効果によるものであり、それらのサイズおよび表面特性を調節し、ミジ
ンコ表面に吸着する可能性があると結論づけられた。 

Rusconi et al.（2024）は、TEMPO 酸化 CNF と非酸化処理 CNF の 2 種類を用いて、海産二枚
貝類であるムラサキイガイに対する急性毒性試験を行った。試験では、現実的な暴露シナリオと
して 0.001 mg/L、急性暴露シナリオとして 1 mg/L の CNF 暴露濃度が設定された。TEMPO 酸
化 CNF は自然海水中で非酸化処理 CNF よりも高い分散性を示した。これは繊維間の反発力が負
電荷とコロイド状有機物によって大きくなったためと考えられる。標識を付した TEMPO 酸化
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CNF および非酸化処理 CNF の両方が、ムラサキイガイの組織（エラと血液リンパ）から検出さ
れ、血球のリソソーム膜の不安定化が観察された。TEMPO 酸化 CNF 暴露群におけるエラの P
糖タンパク質（P-gp）流出活性の阻害は、非酸化処理 CNF より強かった。コリン作動性酵素（ASCh-
ChE 活性）は、CNF の酸化と濃度にかかわらず、血球、エラ、消化腺で阻害された。一方、消化
腺とエラでは、酸化ストレスおよび代謝は影響を受けなかった。全体として、環境的に現実的な
暴露シナリオであっても、ムラサキイガイによる TEMO 酸化 CNF および非酸化処理 CNF の取
り込みと、機械的相互作用によるエラの機能と免疫細胞の破壊が認められた。 

Esposito et al.（2024）は、ナノ構造セルローススポンジ（CNS）の浸出液がウニの繁殖に及ぼ
す環境安全性を評価するために、CNS の３つの主要成分である TEMPO 酸化 CNF、クエン酸、
ポリエチレンイミンを対象として、ヨーロッパムラサキウニとクロウニの一種の卵の受精能力、
精子の運動能力、胚発生に対する細胞毒性作用を個別にスクリーニングした。受精卵を TEMPO
酸化 CNF に暴露すると、ヨーロッパムラサキウニでは 100 mg/L から、クロウニの一種では 1000 
mg/L から、正常幼生の割合が有意に減少した。それ以外では、TEMPO 酸化 CNF への両配偶体
の事前暴露は、両ウニ種において精子の受精能力と卵の受精能力に影響を与えなかった。 

 
CNF について、生物種ごとの主なエンドポイントに関する影響の有無と CNF 濃度の関係を表

8.2 にまとめる。藻類では、設定最低濃度である 1 mg/L でも影響が確認された事例が 2 例報告さ
れており（Pereira et al., 2014; Munk et al., 2015）、他の生物と比較して低濃度で CNF の影響を受
ける可能性が示唆された。一方、より高濃度でも影響が確認されなかったとする報告もあった
（Wang et al., 2020; Ong et al., 2017)。オオミジンコの急性毒性試験では、20～40 mg/L でわず
かに遊泳阻害がみられた報告（Kokol et al., 2023; Vartiainen et al., 2011）がある一方、設定最高
濃度でも影響がみられなかったとする報告が複数あった（Wang et al., 2020; Pengiran et al., 2021; 
Ogonowski et al., 2018; Ong et al. 2017）。オオミジンコの慢性毒性試験の報告は一つのみだが、
最小毒性量（Lowest Observed Adverse Effects Level: LOAEL）が 20.6 mg/L、無毒性量（NOAEL）
が 2.06 mg/L であった（Ogonowski et al., 2018）。ゼブラフィッシュの急性毒性試験では、250 
mg/L で有意な死亡割合の増加および卵黄嚢と心嚢浮腫の上昇を示した研究があるが、同研究で
あわせて実施された別の２種の CNF は、250 mg/L でも影響が見られなかった（Harper et al., 
2016）。また、その他の多くの報告では、設定最高濃度でも影響はみられなかった（Wang et al., 
2020; Pengiran et al., 2021; Harper et al., 2016; Ong et al., 2017; Liu et al., 2020）。 

OECD の TG では、ミジンコ繁殖試験における限度試験の暴露濃度は 10 mg/L と設定されて
いる（OECD, 2012）。また、ミジンコ遊泳阻害毒性試験および魚類急性毒性試験における限度試
験の濃度は 100 mg/L とされている（OECD, 2004; OECD, 2019b）。ミジンコや魚類を対象とし
た試験の多くは、これらの限度試験の最高濃度よりさらに高濃度での試験が実施されており、な
おかつ最高濃度でも影響がみられなかったことから、これらの種に対する CNF の毒性は一般的
な化学物質と比較して低いと考えられる。 



 

 

表 8.1 ナノセルロース類の生態毒性データ（田井ら（2022）から引用、一部改変） 
被験材料  試験生物  測定エンドポイント  毒性値および毒性情報※  出典  

ナノ結晶セルロース  
（NCC）  

ニジマス  魚類  致死  [LC50] >1000 mg/L (1,3,4)*, >10000 mg/L (8)  

Kovacs et al. 
(2010) 

オオミジンコ  甲殻類  致死  
[LC50] >1000 mg/L (1, 2c), 250 mg/L(2a), 320 
mg/L(2b), 210 mg/L (3), >5000 mg/L (4, 5a, 5b, 6, 7, 8, 
9, 12) 

ニセネコゼ  
ミジンコ  

甲殻類  致死  
[LC50] >1000 mg/L (1), 140 mg/L (2a), 320 mg/L (2b), 
300 mg/L (2c), 160 mg/L (3), >5000 mg/L (4, 5a, 5b, 6, 8, 
9, 12), 430 mg/L (7) 

ニセネコゼ  
ミジンコ  

甲殻類  繁殖  
[IC25] 200 mg/L (2c), >1000 mg/L (3, 4, 5a, 5b), 140 
mg/L (6), >2000 mg/L (8, 10), 160 mg/L (9), >2000 mg/L 
(10) 

ファットヘッド  
ミノー  

魚類  繁殖  [IC25] 290 mg/L (7) 

ムレミカヅキモ  藻類  生長阻害  [IC25] 120 mg/L (4, pH: 2.3), >2500 mg/L (4, pH: 6.8) 

ホウネンエビ目の
一種  

甲殻類  致死  
[LC50] 3540 mg/L (4, pH: 2.3), >13200 mg/L（4, pH: 
6.8）  

ゼブラフィッシュ  魚類  
致死、亜急性/胚発

生  
[LC50] >6000 mg/L (8, 10), [IC50] >6000 mg/L (8, 10) 

ニジマス  魚類  急性細胞毒性  [EC20] 34 mg/L (4), [EC50] 245 mg/L (4) 

微結晶セルロース  
（MCC）  

オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害  
40～600 mg/L で 15～35％阻害  

Vartiainen et 
al. (2011) ミクロフィブリル化  

セルロース（MFC）  
40～600 mg/L で 15～25％阻害  



 

 

被験材料  試験生物  測定エンドポイント  毒性値および毒性情報※  出典  

綿由来 CNF クロレラ  藻類  生長阻害  

藻類の生長は、高イオン強度の Bold’s Basal 培地で 24 時
間目以降すべての濃度区(1, 50, 100 mg/L)で有意に減少
し、セーヌ河の水試料で 96 時間後に 50 および 100 mg/L
において有意に減少した。なお、Bold’s Basal 培地および
セーヌ河の水試料で、試験開始から 72 時間後に生存する
藻類の割合はすべての濃度で対照区に比べて有意に低下し
た。  

Pereira et al. 
(2014) 

綿由来 CNF 
クレブソル  
ミディウム  

藻類  生長阻害  
すべての濃度区(1, 50, 100 mg/L)で、試験開始から 48 時
間以降、有意な成長阻害がみられた。また、すべての濃度
区でいずれかの時間に細胞生存割合の低下がみられた。  

Munk et al. 
(2015)  

化学装飾の異なる  
セルロースナノクリスタ

ル（CNC）8 種  

ゼブラフィッシュ  
ふ化 6 時間後胚  

魚類  致死、形態  

設定最高濃度である 200 mg/L において、ゼブラフィッシ
ュの発育に及ぼす有意な影響はみられなかった。  

Harper et al. 
(2016) CNF  

(機械解繊法、TEMPO
法) 

Forest Products Laboratory 製 CNF2 種の内、機械解繊法
による CNF は、対照区と比較して、250 mg/L で有意な死
亡割合の増加および卵黄嚢と心嚢浮腫の上昇を示し、
TEMPO 酸化 CNF よりも高い毒性を示した。一方で、同
じく機械的に解繊して調製されたメイン大学の CNF は
250 mg/L で有意な毒性を示さなかった。  

リグニン被覆 CNF 

ムレミカヅキモ  藻類  生長阻害  [EC50] > 1200 mg/L, [NOEC] 300 mg/L 

Ong et al. 
(2017) 

オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害、致死  [EC50] > 6000 mg/L, [NOAEL] 6000 mg/L 

ゼブラフィッシュ  魚類  胚発生、致死、形態  [LC50] > 2000 mg/L 

リグニン被覆セルロース
ナノクリスタル  

（CNC）  

ムレミカヅキモ  藻類  生長阻害  [EC50] > 2800 mg/L, [NOEC] 175 mg/L 

オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害、致死  [EC50] ~ 11000 mg/L, [NOAEL] 7000 mg/L 

ゼブラフィッシュ  魚類  胚発生、致死、形態  [LC50] > 2000 mg/L 



 

 

被験材料  試験生物  測定エンドポイント  毒性値および毒性情報※  出典  

漂白された未乾燥の針葉
樹亜硫酸パルプから酵素
前処理と機械的せん断お
よび高圧ホモジナイザー

により製造した CNF 

オオミジンコ  甲殻類  

致死  
設定最高濃度の 2060 mg/L でも 48 時間で死亡は観察され
なかった。  

Ogonowski et 
al. (2018) 

産仔数、親生存、初
産日、親体長、幼体

体長  

0.206 mg/L：親ミジンコ体長は、対照区と比較して有意に
増加  
2.06 mg/L：累積産仔数と平均産仔数が有意に増加。  
20.6 mg/L：12 個体中 3 個体の親ミジンコが死亡。産仔数
ゼロ。親ミジンコ体長は、対照区と比較して、有意に減
少。  

摂餌速度  

CNF 濃度が 1 mg/L 未満の場合と、藻類濃度が 0.9 mg 
C/L 未満の場合では、わずかに有意な摂食促進効果が観察
された。藻類濃度が> 0.9 mg C/L または CNF 濃度が> 1 
mg/L では、摂餌率は急激に低下し、最高濃度（10～20 
mg/L）では最大で 8 倍の摂食阻害が見られた。  

カルボキシメチル化した
後に高圧流動化装置で解
繊し蛍光標識した CNF  

オオミジンコ  甲殻類  腸内保持時間  
60 分後、腸内の CNF 含量は 99%以上減少し、半減期は
28 分と推定された。  

木材由来セルロースナノ
クリスタル（CNC）、綿
由来の CNC および CNF 

セネデスムス属の  
一種  

藻類  生長阻害  
いずれの測定エンドポイントに対して、設定最高濃度の 10 
mg/L で影響はみられなかった。なお、これらのナノセル
ロースは、対象とした水生生物 3 種に対して、比較的低濃
度（0.01～0.1 mg/L）で活性酸素の増加による酸化ストレ
スを引き起こした。  

Wang et al. 
(2020) オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害  

ゼブラフィッシュ  魚類  致死  

 
 
 
 
 

     



 

 

被験材料  試験生物  測定エンドポイント  毒性値および毒性情報※  出典  

高圧ホモジナイズによっ
て得られた CNF 

ゼブラフィッシュ  
幼生  

魚類  
致死、孵化、形態異

常、遊泳能力  

設定濃度区間（0.1～30000 mg/L）で、生存、孵化、形態
に対する影響は見られなかった。幼生への暴露では、突起
伸長阻害、軸索誘導異常および運動ニューロンの喪失とい
う表現型の影響が表れ、その結果として運動能力の低下が
確認された。  

Liu et al. 
（2020）  

スイッチグラス由来
CNC 

設定濃度区間（0.1～30000 mg/L）で、生存、孵化、形態
に対する影響は見られなかった。10 mg/L および 1 mg/L
において、蛍光色素を付けた CNC が胚全体、幼生の脳お
よび体幹に濃縮されていた。幼生への暴露では、突起伸長
阻害、軸索誘導異常および運動ニューロンの喪失という表
現型の影響が表れ、その結果として運動能力の低下が確認
された。  

ケナフ由来 CNF 
オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害  [EC50] > 100 mg/L Pengiran et al. 

(2021) ゼブラフィッシュ  魚類  致死  [LC50] > 100 mg/L 

CNF 

オオミジンコ  甲殻類  遊泳阻害  

最高濃度の 20 mg/L において、遊泳阻害は 14%以下だっ
た。  

Kokol et al. 
(2023) 

CNC 最高濃度の 20 mg/L において、遊泳阻害は 13%だった。  

ジアルデヒド CNF 
(CNF-ox) 

最高濃度の 20 mg/L において、遊泳阻害は 14%だった。  

ジアルデヒド CNC 
(CNC-ox) 

最高濃度の 20 mg/L において、遊泳阻害は 25%だった。  

ヘキサメチレンジアミン
結合ジアルデヒド CNF 

(CNF-ox-HMDA) 

最高濃度の 20 mg/L において、56%の遊泳阻害が観察され
た。  

ヘキサメチレンジアミン
結合ジアルデヒド CNC 

(CNC-ox-HMDA) 

[EC50] = 11.6 mg/L 
最高濃度の 20 mg/L において、85%の遊泳阻害が観察され
た。  



 

 

被験材料  試験生物  測定エンドポイント  毒性値および毒性情報※  出典  

非酸化 CNF 

ムラサキイガイ  二枚貝類  

体内への取り込み、
亜致死生物学的反応
（リソソーム膜の安
定性、神経毒性、酸
化ストレス、代謝）  

TEMPO 酸化 CNF は生物利用可能性が高く、イガイ体内
に容易に取り込まれた。  
非酸化 CNF および TEMPO 酸化 CNF の 0.001 mg/L 暴露
濃度区で、暴露開始 15 分から 45 分の観察期間中に、リソ
ソーム膜の不安定さが増加した。0.001 mg/L の TEMPO
酸化 CNF 暴露区でアセチルコリンエステラーゼ活性が対
照区に比べて有意に低下した。0.001 および 1 mg/L にお
いて、非酸化処理 CNF 暴露群はエラの活動低下が見られ
た。  

Rusconi et al. 
(2024) 

TEMPO 酸化 CNF 

TEMPO 酸化 CNF 

ヨーロッパムラサキ
ウニ  

ウニ類  
卵の受精能力、精子
の運動能力、胚発生  

配偶子の細胞内活性酸素レベルや受精能力には設定最高濃
度（1000 mg/L）でも、影響を及ぼさなかった。100 およ
び 1000 mg/L に 1 時間暴露した群では、対照区と比較し
て胚発生阻害が有意に上昇した。  

Esposito et al. 
(2024) 

クロウニの一種  

LC50: 50% Lethal Concentration, 半数致死濃度  
EC20: 20% Effective Concentration, 20%影響濃度  
EC50: 50% Effective Concentration, 半数影響濃度  
IC25: 25% Inhibitory Concentration, 25%阻害濃度  
NOEC: No Observed Effective Concentration, 無影響濃度  
NOAEL: No Observed Adverse Effects Level, 無毒性量  
※「＞」は、設定最高濃度で影響が確認されなかったことを示す。  
* Kovacs et al. (2010)の毒性値における括弧内は batch 番号を示す。  
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表 8.2 生物種ごとの主なエンドポイントに関する影響の有無と CNF濃度の関係 
生物種 

（エンドポイント） 
出典 被験材料 影響の有無 

CNF 濃度* 
[mg/L]  

OECD 
 TG No. 

藻類 
（慢性毒性：生長阻害**） 

Pereira et al. (2014) 綿由来 CNF あり ＜1  

Munk et al. (2015) 綿由来 CNF あり ＜1  

Wang et al. (2020)  綿由来 CNF なし ＞10 201 
Ong et al. (2017) リグニン被覆 CNF なし 300 201 

オオミジンコ 
（急性毒性：遊泳阻害、致

死） 

Kokol et al. (2023) 機械解繊 CNF あり（14％以下） 20  

Vartiainen et al. (2011) MFC あり（15～25％） 40-600 202 
Wang et al. (2020) 綿由来 CNF なし >10 202 

Pengiran et al. (2021) ケナフ由来 CNF なし >100  

Ogonowski et al. (2018)  機械解繊 CNF なし ＞2060 202 
Ong et al. (2017) リグニン被覆 CNF なし >6000 202 

オオミジンコ 
（慢性毒性：産仔数等） 

Ogonowski et al. (2018) 機械解繊 CNF 
なし 2.06 

211 
あり 20.6 

ゼブラフィッシュ 
（急性毒性：致死、 

胚発生、形態） 

Harper et al. (2016) 機械解繊 CNF あり 250  

Wang et al. (2020) 綿由来 CNF なし >10 236 
Pengiran et al. (2021) ケナフ由来 CNF なし >100  

Harper et al. (2016) 機械解繊 CNF なし >250  

Harper et al. (2016) TEMPO 酸化 CNF なし >250  

Ong et al. (2017) リグニン被覆 CNF なし >2000  

Liu et al. （2020） 機械解繊 CNF なし >30000  

*「＞」は設定最高濃度でも影響が確認されなかったことを、「＜」は設定最低濃度でも影響が確認されたことを示
す。 

**対照区と濃度区で生長速度を比較して慢性毒性値の NOEC を算出する手法による影響評価の結果を示す。 

 
8.3 CNFの生態リスク評価 

現時点における CNF の生産量は、国内外いずれにおいても環境中への流出および生態系への
影響が懸念されるほどではない。一方で、今後の生産量の拡大を鑑みると、事業者が安全性を担
保するためには、事業場から環境へ流出した CNF の生態リスクを予測・評価できることが望まし
い。一般的に生態リスク評価では、環境中濃度を予測するための「暴露評価」、および、生物また
は生物群集に対する有害性を定量化するための「生態影響（有害性）評価」という二つの評価過
程を経て、生態リスク判定を行う。このとき、暴露評価では予測環境中濃度（Predicted 
Environmental Concentration: PEC）、生態影響評価では予測無影響濃度（Predicted No-Effect 
Concentration: PNEC）を算出することを目的としている。一般的な化学物質において PEC を算
出する際は、生産量や実際の環境濃度のデータを基に算出する。CNF に関しては、流出量の情報
が存在しない。また、セルロース類は植物の構成要素でもあり、環境中に自然に存在するため、
環境中への流出後に自然由来か人為由来かを判断することは極めて困難である。PNEC に関して
も、前節に記載したように、情報が少ない現状がある。そのような中で、Stoudmann et al.（2019）
は、動的確率論的マテリアルフロー解析（Dynamic probabilistic material flow analysis：DPMFA）
を用いて PEC を計算し、確率論的な種の感受性分布（Probabilistic species sensitive distribution：
PSSD）を用いて PNEC を導出し、リスク判定を行っている。種の感受性分布とは、生物種の感
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受性がある統計分布に従うという経験則的な仮定の下に、様々な種の感受性の違いを分布の形で
表したもので、化学物質の生態リスク評価を実施する際に一般的に用いられている評価方法であ
る。これらの手法を用いて計算された PEC および PNEC は、単一の値ではなく、確率分布とし
て求められるのが特徴である。図 8.1 に、本手法におけるリスク評価の概念図を示す。PEC およ
び PNEC の確率分布が重なった範囲がリスク特性比（risk characterization ratio：RCR）として算
出される。分布が重ならない場合は、リスクは無いまたは極端に小さいと考えられる。 

本節では、Stoudmann et al.（2019）における PEC および PNEC の導出方法および結果の概要
を紹介する。 
 

 
図 8.1 確率論的なリスク評価の概念図 

動的確率論的マテリアルフロー解析から算出した予測環境中濃度（PEC）および確率論的な種の感受性分布から

導出した予測無影響濃度（PNEC）の各分布が交差した面積がリスク特性比（RCR）を表す。 

 
8.3.1 予測環境中濃度（PEC）の算出 

Stoudmann et al.（2019）の評価では、ヨーロッパにおける 2000 年から 2025 年のナノセルロ
ース類が対象とされた。まずは、動的確率論的マテリアルフロー解析を実施するにあたって必要
なパラメータが既往文献から収集された。これには、生産量の将来予測を行っている市場調査レ
ポート等が含まれる。次に、収集したデータは環境（大気、水、底質）および技術（生産、製造・
消費、下水処理、ごみ焼却、埋立、再生産、除去・輸出）コンパートメントに分類された。その
後、世界におけるナノセルロース類の市場規模および市場拡大予測から、生産量の成長率と EU
におけるシェアの規模が決定された。各コンパートメントへの移行係数は、ナノセルロース類に
ついては有効なデータがないため、他のナノ材料に対する既往研究に基づいて設定された。収集
された各データは不確実性が高いことから、ベイズ推定を用いて伝搬させることで、ナノセルロ
ース類に対する信頼性の高い環境中濃度が予測された。さらに、与えられた分布に基づいてモン
テカルロシミュレーションにより PEC の分布が推定された。一連の解析は、dpmfa-simulator
（https://pypi.org/project/dpmfa-simulator/）によって計算された。この結果、2005 年時点では
平均で 1,405 t だった生産量は、2025 年には平均で 30,603 t まで増加することが予測された。環
境コンパートメントのうち、土壌への流入量が最も多かった。表層水への流入量は各コンパート
メントの中で最も少なく、EU 全土への年間流入量は平均で 150 t 程度であった。 
 

https://pypi.org/project/dpmfa-simulator/
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8.3.2 予測無影響濃度（PNEC）の算出 
表層水における PNEC は、Coll et al.（2016）および Wigger et al.（2020）を参考に、モンテカ

ルロシミュレーションによって確率分布で算出された。収集可能なデータの対象となる生物種が
少数の場合、PSSD を作成することによって、データの不確実性を適切に反映した PNEC を算出
することができる。PNEC を算出するために、まずは個々の種における半数影響濃度（50% 
Effective Concentration: EC50）等の影響濃度が収集された。このとき、淡水、大気および土壌の
いずれかにおいて CNF に暴露された生物種の、生長、生存、および繁殖への影響を調査した in 
vivo 試験（生物個体を使用した試験）のみを対象とした。その後、単一の毒性エンドポイントを
使用するのではなく、各生物種に対する感度分布を作成するために、利用可能な毒性値はすべて
確率密度関数で表された。図 8.2 に概念図を示す。得られた各生物種に対するエンドポイントは、
暴露期間および用量反応関係を補正する 2 種類の係数を用いて NOEC に変換された。これらのす
べての感受性分布を合成して形成された、表層水におけるコンパートメント全体の PSSD の 5 パ
ーセンタイル値を、欧州化学物質庁（ECHA）のガイドラインに沿って PNEC とした。 

文献調査の結果により、PSSD 基準を満たす 5 報の既往文献（Harper et al., 2011; Kovacs et al., 
2010; Ogonowski et al., 2018; Ong et al., 2017; Wang et al., 2020）の生態毒性データが収集され
た。内訳は 8 生物種と 76 のエンドポイントで、すべて表層水を対象としていた。なお、ここで採
用されていた 5 報は、すべて表 8.1 に含まれている。これらのデータを用いて PSSD が作成され
た。この PSSD の 5 パーセンタイル値を使用した結果、PNEC 確率密度分布の平均値は 7.69 mg/L、
最頻値は 2.11 mg/L であった。 

 

図 8.2 特定の環境コンパートメントの確率論的な種の感受性分布（PSSD）を 
モデル化した概念図 

各生物種に対するモンテカルロシミュレーションの結果である各 SSD を合成して PSSD を作成する。PNEC は

PSSD から得られた 5%影響濃度を用いて算出される。このとき、得られた PNEC も分布をとる。赤枠は PSSD の

5 パーセンタイル値を用いた PNEC 分布の概念図を示す。  
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8.3.3 リスク判定 
2015 年および 2025 年の PEC 分布は動的確率論的マテリアルフロー解析（DPMFA）から得ら

れた、各年の表層水中のナノセルロースの質量に基づいて計算された。表層水コンパートメント
内のナノセルロースの質量を、EU 全土の表層水の体積で除することで、環境中濃度が計算され
た。PEC および PNEC の分布からリスク特性比（RCR）が算出された。その結果、2015 年の PEC
分布と PNEC 分布は重なった範囲が狭く、RCR の平均値は 6.9×10-5 と算出されたことから、
2015 年時点でのリスクは無いと判断された。また、2025 年の PEC 分布を用いた RCR の平均値
は、7.1×10-4 と算出された。2015 年と比較すると、2025 年の流出量が増加したことによって、
PEC 分布の峰が PNEC 分布に近づいた結果、RCR も若干上昇したが、表層水中 CNF の水生生物
に対する生態リスクは極めて小さいという結果が得られた。 

本結果は EU を対象としたものであるが、日本のケースで計算した場合においても、ほぼ同様
の結果になると推察される。これは数少ない生態毒性データに基づく結果ではあるが、今後、生
態毒性データが蓄積されていくことで、より信頼性の高い推定ができるようになる。 
 
8.4 NEDO委託事業の成果 
8.4.1 取り組みの概要 

NEDO 委託事業（2020～2024 年度）では、生態リスク評価における生物または生物群集に対
する有害性を定量化するための「生態影響評価」に焦点を当て、淡水水生生物に対する CNF の生
態影響評価値の導出を行った。本節では、その取り組みの概要を紹介する。 

CNF が環境に流出した場合、流出先の水環境の水質によって、水生生物への CNF の暴露可能
性は異なってくると考えられる（田井ら, 2022）。例えば、環境水中のカルシウムやマグネシウム
などのイオンにより、CNF は凝集、沈殿しやすくなり、水中に生息する水生生物への暴露可能性
は低下することが考えられる。そのため、さまざまな水質の水環境ごとに CNF の生態影響を詳細
に評価することが求められる。しかしながら、多種多様な水質条件で生態影響評価を実施するに
は、多大な時間と労力を必要とする。そこで、NEDO 委託事業では、特定の水質の水環境を想定
せずに、試験培地の水質条件により CNF の性状が大きく変化せず、暴露期間中に CNF が可能な
限り安定して分散する条件で生態毒性試験を実施した。この評価結果は、今後、特定の水環境を
想定した CNF の生態影響評価および生態リスク評価を実施するための基礎的な知見を提供する。 

CNF の生態毒性試験を実施した既報文献の収集および整理した結果から、CNF の生態毒性試
験を実施する上で、いくつかの留意点が抽出された（田井ら, 2022）。CNF の生態毒性試験の結果
を報告している既報研究では、製法の違いにより、CNF の種類によって水生生物に対する生態影
響が異なると推察される事例がみられた。また、凝集や沈殿といったナノ材料の物理的な特性を
考慮して CNF の暴露を把握するための測定および分析を十分に実施している研究例はみられな
かった。既報研究の事例とナノ材料の生態毒性試験方法に関する OECD のガイダンス文書
GD317 で言及されている項目から、CNF の生態毒性試験を実施する際に、試験期間中、CNF が
試験分散液中で時空間的に安定して分散していることを評価することが重要であることが示唆さ
れた。さらに、CNF 特有の留意点として、供試生物による CNF の取り込み（摂餌率の減少、CNF
濃度の低下）、CNF への吸着に伴う栄養塩の枯渇、藻類を用いた試験における藻類存在量の測定
への CNF の干渉、CNF の濃度測定への供試生物（主に藻類）や餌（主にミジンコの餌のクロレ
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ラ）の干渉、真菌や細菌および防腐剤の影響などがある。適切に CNF の生態毒性試験を行うため
には、これらの留意点を考慮して、CNF ごとに生態毒性試験の方法を確立することが求められる。 

NEDO 委託事業における生態影響評価の研究フローを図 8.3 に示す。まず、CNF 濃度の測定方
法を確立するため、分析効率が良く、供試生物や餌による干渉を受けない測定方法を検討した。
次に、評価対象の CNF ごとに、藻類、ミジンコおよび魚類を用いた短期および中長期の CNF 暴
露による生態毒性試験を対象に、試験方法を確立した後に、試験を実施し、CNF の生態毒性値を
取得した。対象とした CNF の内、沈殿しやすく、ミジンコを用いた中長期の暴露試験の実施が難
しい CNF については、底生動物のヨコエビを用いた生態毒性試験を実施した。実施した生態毒性
試験の種類を表 8.3 に示す。その後、取得した生態毒性値を基に、CNF の生態影響評価値として
予測無影響濃度（PNEC）を導出した。被験材料としては、製法の異なる 4 種類の CNF（TEMPO
酸化 CNF、機械解繊 CNF（水中対向衝突法）、機械解繊 CNF（ウォータージェット法）、リン酸
エステル化 CNF）を使用した。次節以降では、研究フローのそれぞれの成果を概説する。 
 

 
図 8.3 生態影響評価の研究フロー 

 
 

表 8.3 NEDO委託事業で実施した生態毒性試験 

生態毒性試験 OECD TG No. 
毒性の 
種類 

試験生物 測定項目 

藻類生長阻害試験 201a 急性/慢性 ムレミカヅキモ 生長速度 
ミジンコ遊泳阻害試験 202 b 急性 オオミジンコ 遊泳行動 

魚類急性毒性試験 203 c 急性 メダカ 生存 
ミジンコ繁殖試験 211 d 慢性 オオミジンコ 累積産仔数 

ヨコエビ亜慢性毒性試験 - e 亜慢性 ヨコエビ 生存・成長 
魚類初期生活段階 

毒性試験 
210 f 慢性 メダカ 生存 

aOECD (2006), bOECD (2004), cOECD (2019b), dOECD(2012), eOECD TG が存在しないため U.S.EPA (2000)
を参照, fOECD (2013a) 
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8.4.2 CNF濃度測定方法の確立 
CNF は凝集・沈降しやすいため、CNF の生態毒性試験を適切に実施するためには、試験水溶液

中の CNF の濃度や分散状態の確認が重要となるが、既存の報告では CNF の濃度は測定されてな
く、確立した測定法がなかった。そこで、生態毒性試験を実施するにあたり、試験水溶液中の CNF
を定量する方法として、簡易・安価で、多検体の測定に適した分析法を目指し、2 つの方法を検
討・確立した（図 8.4）。 

一つ目は、糖類の分析に用いられているフェノール硫酸法をマイクロプレートで行えるように
改良した方法である。CNF を硫酸で分解し、フェノールで呈色させて、分光光度計で吸光度を測
定することにより CNF を定量する。マイクロプレートを利用することにより、試薬の使用量を減
らすとともに多検体一斉分析を可能にした。従来のフェノール硫酸法では、試験管を用いて硫酸
を入れた際の反応熱を利用して反応を進めるが、マイクロプレートを利用した場合には、液量が
少なく反応に伴う熱の発生が小さいため、サーマルミキサーで 90℃に加熱して反応を進める改良
をした。また、従来のフェノール硫酸法では、フェノールを硫酸よりも先に入れるが、フェノー
ルは硫酸を入れて加熱した後に入れる方がより呈色が進むことが分かった。本方法は、糖類を測
定する方法であり、セルロースだけを選択的に測定できる方法ではないが、生態毒性試験の水溶
液のように糖類がほとんど存在しない試料では、添加した CNF の測定が可能である。詳細につい
ては、Ogura et al.（2023）を参照されたい。 

二つ目の方法は、酵素（セルラーゼ）を用いて CNF をグルコースに分解し、グルコースアッセ
イキットを用いて分光光度計でグルコースを定量する方法である。市販のセルラーゼは、グルコ
ースなどの不純物を含んでいたため、あらかじめ精製した。検討した 3 種のセルラーゼの中で
Merck 社の Cellic CTec2 が CNF の分解に適していた。本方法は、セルロースを選択的に測定で
きる方法であり、夾雑物の影響を受けにくい。詳細については、小倉ら（2020）、Matsuzawa et al.
（2024）を参照されたい。 

生態毒性試験の水溶液には、培地成分、対象生物、餌や老廃物が含まれているが、いずれの方
法も試験水溶液中の機械解繊 CNF、TEMPO 酸化 CNF、リン酸エステル化 CNF の定量に利用で
きることを確認した。ただし、藻類試験の藻類は、構成成分としてセルロースを含んでおり、72
時間後の増殖時には、CNF の定量に干渉することから、その寄与を差し引くなどの対処が必要で
あることが分かった（8.4.3.4 節参照）。酵素分解法の方が、藻類の干渉は小さかった。ミジンコの
餌のクロレラの干渉は濃度的に問題なかった。 

いずれの方法も、分光光度計（マイクロプレートリーダー）で測定が可能で、他に高価な分析
装置を使用しない方法である。フェノール硫酸法は、フェノールおよび硫酸といった劇物を使用
する必要がある。一方、酵素分解法で用いるグルコースアッセイキットは、試薬としては高価で
ある。定量下限はフェノール硫酸法が 10 mg/L 程度であるのに対し、酵素分解法が 1 mg/L 以下
であった。フェノール硫酸法の方がより簡易・安価であるのに対し、酵素分解法の方がより感度
が高く、夾雑物の影響も小さかった。これらの方法は、濃度や夾雑物によって使い分けするのが
良いと考える。NEDO 委託事業の生態毒性試験では、12.5 mg/L 以下の CNF は酵素分解法を、
25～100 mg/L の CNF はフェノール硫酸法を用いて定量した。 

なお、両方法は、CNF のみならず、一般のセルロース分析の用途にも適用可能な方法である。 
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図 8.4 生態毒性試験のための CNF濃度の分析法 

 
8.4.3 CNFの生態毒性試験方法の確立 
8.4.3.1 培地の選択および CNF分散液の安定性評価 

生物の生育には、培地中の栄養塩が必要であるが、イオン濃度が高くなるほど CNF は凝集・沈
降しやすくなるため、CNF の分散安定性の観点からは、イオン濃度が低い培地が望ましい。そこ
で、ミジンコおよびメダカの生態毒性試験の培地について、生物の生長や生存および繁殖に影響
を与えない程度に低いイオン濃度の試験培地を選択し、各 CNF の分散安定性を評価した。 

一例として、イオン濃度が異なる培地に添加した TEMPO 酸化 CNF の分散安定性の評価結果
を図 8.5 に示す。一般的な培地として、米国環境保護局（U.S.EPA）が公表している「中硬度人工
水」と、それよりイオン濃度が低い培地として、U.S.EPA が公表している「低硬度人工水」に脱
塩素水道水を 8：2 の割合で混合した培地（8：2 混合水）を比較したところ、8：2 混合水では、
TEMPO 酸化 CNF はほぼ安定に分散していることが確認された。よって、8：2 混合水を試験で
使用することとした（Tai et al., 2024a）。 

リン酸エステル化 CNF では、8：2 混合水だと分散安定性が若干悪かったため、低硬度人工水
と脱塩素水道水を 9：1 で混合した培地（9：1 混合水）を使用することとした。 

 

 
図 8.5  TEMPO酸化 CNFを対象とした試験培地の検討と濃度均一性の調査 

CNF の設定濃度は 30 mg/L とした。濃度は±20％の範囲にあることが望ましい。 
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機械解繊 CNF でも、同じく 9：1 混合水を使用することとした。ただし、静置条件では CNF の

沈殿が確認されたため、生物の生存に影響を及ぼさないで CNF の分散性を高める条件を検討し
た。その結果、生態毒性試験期間中、ミジンコ遊泳阻害試験においては 100 rpm で水平回転振と
う、メダカ急性毒性試験では 150 rpm でスターラー攪拌することとした。 

なお、藻類の生長阻害試験については、OECD TG201 で培地の成分や撹拌条件が定められてい
るため、それに準じた（OECD TG201, 2011）。 

 
8.4.3.2 CNFへの吸着に伴う栄養塩の低下 

TEMPO 酸化 CNF では、試験培地の栄養塩が CNF に吸着することによって、培地中の栄養塩
濃度の低下がみられた（Tai et al., 2024a, b)。同様にリン酸エステル化 CNF についても培地中の
栄養塩濃度の低下がみられた。ただし、栄養塩濃度の低下による藻類の生長および生物の生存へ
の影響は認められなかった。機械解繊 CNF では栄養塩濃度の低下はみられなかった。 
 
8.4.3.3 藻類を用いた試験における藻類存在量の測定への CNFの干渉 

藻類生長阻害試験において、藻類の生長速度を導出するためには、試験前後の藻類密度の増減
から、藻類の増殖率を算出する必要がある。しかし、試験分散液中の CNF の存在が、藻類密度の
測定の際に干渉する可能性がある。特に細胞数の計測に一般に用いられる粒子計数装置では、CNF
をカウントしてしまう可能性がある。そこで、藻類がもつクロロフィル量を直接測定する方法で
ある in vivo 蛍光測定法、および、有機溶媒を用いて試験溶液の抽出液中のクロロフィルの蛍光を
測定する in vitro 蛍光測定法を用いることとし、それらの測定に対する CNF の測定干渉を確認し
た。その結果、TEMPO 酸化 CNF に対してどちらの測定方法も利用できることが確認された（Tai 
et al., 2024b）。同様に、リン酸エステル化 CNF に対してもどちらの測定方法も利用できることが
確認された。一方、機械解繊 CNF では、in vitro 蛍光測定法が藻類密度測定に適していることが
確認された。 

 
8.4.3.4 CNFの濃度測定への供試生物や餌の干渉 

藻類の細胞密度は経時的に増加するため、セルロースを含有する藻類は CNF 濃度の測定に干
渉する可能性が高い。実際に培養開始 72 時間後の増殖時の藻類は CNF の測定にわずかに干渉し
たが、この課題は、増殖分の藻類密度を差し引くことで解決した（Tai et al., 2024b）。まず、対照
区の藻類密度と藻類の CNF 相当濃度を測定した。藻類密度から CNF 相当濃度を除すことで、１
細胞当たりの CNF 相当濃度を算出し、これに 72 時間後における各濃度区の細胞密度に乗じるこ
とで、各濃度区での藻類由来の CNF 相当濃度を算出した。この値を各濃度区の CNF 濃度から差
し引いた。図 8.6 に、TEMPO 酸化 CNF の藻類生長阻害試験における測定干渉と、干渉した藻類
由来の CNF を差し引いた後の濃度を示す。その他の CNF に関しても同様の操作を行った。 

ミジンコの繁殖試験での餌であるクロレラ（藻類の一種）に関しては、CNF の測定に影響を及
ぼさなかった（Matsuzawa et al., 2024）。 
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図 8.6 TEMPO酸化 CNFの藻類生長阻害試験における CNF測定濃度への藻類の干渉と補正 

試験開始時(0h)および 72 時間培養後(72h)の CNF 濃度を測定した。72 h (-Algae)は、72 時間培養後の CNF 測

定濃度から藻類由来の CNF 相当濃度を差し引いて得られた CNF 濃度を示す。 
 

8.4.3.5 真菌や細菌および防腐剤の影響の考慮 
CNF に真菌や細菌が繁殖することを防ぐため、滅菌処理を検討した。医薬品等に使用される一

般的な防腐剤である 2-フェノキシエタノールは、滅菌可能な濃度レベルでオオミジンコに影響が
あることを確認した（Mano, 2021）。1 kGy のガンマ線は、CNF の形態や特性に大きな影響を与
えず滅菌できることが確認できた（Horie et al., 2023; Ogura et al., 2025）ため、被験材料とした
すべての CNF は 1 kGy のガンマ線を照射して滅菌した。 
 
8.4.4 CNFの生態毒性試験の結果 

NEDO 委託事業で実施した 4 種類の CNF（TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF（水中対向衝突
法）、機械解繊 CNF（ウォータージェット法）、リン酸エステル化 CNF）の生態毒性試験の結果を
表 8.4 にまとめて示す。太字の毒性値は CNF の種類ごとの最小の毒性値を示す。試験区の CNF
設定濃度は、基本的に 0、3.1、6.3、12.5、25、50 および 100 mg/L としたが、ほとんどの試験で
設定最高濃度の 100 mg/L においても影響は認められなかった（EC50, LC50＞100 mg/L、NOEC
≧100 mg/L）。しかし、TEMPO 酸化 CNF を用いたオオミジンコ繁殖試験では、25 mg/L 以上
の濃度区において、累積産仔数が対照区より有意に低下したため、NOEC 値は 12.5 mg/L と算出
された。この要因として、高濃度の CNF に暴露されたオオミジンコが CNF をろ過摂食して腸管
に取り込むことで、餌であるクロレラの取り込みが減少することにより、成長・繁殖が低下する
ことが示唆された（Mano et al., 2025）。ただし、100 mg/L の CNF に 24 時間暴露させた後、ク
ロレラを添加した CNF を含まない試験培地で 24 時間飼育すると、腸管内の CNF は排泄された。
このことから、継続的に高濃度の CNF に暴露されなければ、CNF によるオオミジンコの繁殖へ
の影響は生じないと考えられた。NEDO 委託事業では、TEMPO 酸化 CNF 以外の CNF につい
てのオオミジンコ繁殖試験の結果が得られておらず、他の CNF でも同様の現象が起こるかどう
かは分からないが、機械解繊 CNF を用いたオオミジンコ繁殖試験でも同様の報告（Ogonowski et 
al., 2018）があり、20.6 mg/L で産仔数の低下、10～20 mg/L で摂餌率の大幅な低下がみられてい
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る。よって、この影響は CNF の種類によらない可能性がある。また、オオミジンコの摂餌率の低
下は、ポリスチレン粒子（濃度 1 mg/L、サイズ 100 nm または 2μm）でも認められており（Rist 
et al., 2017）、CNF だけに特有の影響ではないと考えられる。 

参考までに、国連が組織する海洋環境保護の科学的側面に関する専門家会合（GESAMP）が 2019
年に公表した報告書（GESAMP, 2019）における化学物質の毒性値の格付け表を基に、試験によ
り求められた CNF の生態毒性値を評価した。表 8.5 は、GESAMP（2019）による急性毒性値の
格付け表を示す。表 8.4 に示す CNF の急性毒性値は、格付け 1 の「ほとんど無毒性」に該当し
た。また、表 8.6 は、GESAMP (2019)による慢性毒性値の格付け表を示す。表 8.4 に示す CNF
の慢性毒性値は、格付け 0 の「無視できるほど小さい」に該当した。 

以上のように、GESAMP（2019）による格付け表を基に、本 NEDO 事業において現時点で実
施済みの生態毒性試験の結果から求められた急性および慢性毒性値を評価すると、対象とした
CNF の毒性は低いと考えられた。 
 

表 8.4 NEDO委託事業で得られた CNFの生態毒性値 

生態毒性試験 
毒性の 
種類 

毒性値 TEMPO 酸化 
機械解繊 

リン酸 
エステル化 水中対向衝突

法 
ウォーター 
ジェット法 

藻類生長阻害 
試験 

急性 EC50 ＞ 100 mg/La ＞ 100 mg/L ＞ 100 mg/L 解析中 
慢性 NOEC ≧ 100 mg/L a ≧ 100 mg/L ≧ 100 mg/L 解析中 

ミジンコ遊泳 
阻害試験 

急性 EC50 ＞ 100 mg/L b ＞ 100 mg/L ＞ 100 mg/L ＞ 100 mg/L 

魚類急性毒性 
試験 

急性 LC50 ＞ 100 mg/L b ＞ 100 mg/L ＞ 100 mg/L ＞ 100 mg/L 

ミジンコ繁殖 
試験 

慢性 NOEC 12.5 mg/L c ― ― 解析中 

ヨコエビ亜慢
性毒性試験 

亜慢性 NOEC ― ― 解析中 ― 

魚類初期生活 
段階毒性試験 

慢性 NOEC ≧ 100 mg/L ― ― ― 

取得した（取得中の）慢性毒性値の数 3 1 1(1) 0(2) 
取得した（取得中の）急性毒性値の数 3 3 3 2(1) 

太字の毒性値は CNF の種類ごとの最小の毒性値を示す。 
aTai et al. (2024b), bTai et al. (2024a), cMano et al. (2025) 
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表 8.5 GESAMP(2019)における急性毒性値の格付け表 
格付け（Rating） 説明(Description) 毒性値（EC50 または LC50）(mg/L) 

0 無毒性（Non-toxic） 1000 より大きい 
1 ほとんど無毒性（Practically non-toxic） 100 より大きく 1000 以下 
2 わずかな毒性（Slightly toxic） 10 より大きく 100 以下 
3 中程度の毒性（Moderately toxic） 1 より大きく 10 以下 
4 強い毒性（Highly toxic） 0.1 より大きく 1 以下 
5 とても強い毒性（Very highly toxic） 0.01 より大きく 0.1 以下 
6 極めて強い毒性（Extremely toxic） 0.01 以下 

 
表 8.6 GESAMP(2019)における慢性毒性値の格付け表 

格付け（Rating） 説明(Description) 毒性値（NOEC）(mg/L) 
0 無視できるほど小さい（Negligible） 1 より大きい 
1 小さい(Low) 0.1 より大きく 1 以下 
2 中程度(Moderate) 0.01 より大きく 0.1 以下 
3 大きい(High) 0.001 より大きく 0.01 以下  
4 とても大きい(Very high) 0.001 以下 

 
8.4.5 予測無影響濃度の導出 

今後、CNF を取り扱う事業者が事業場から環境に流出した CNF の生態リスクを自主的に予測・
評価するためには、事業場で予定される生産量等の情報から推定した環境への CNF の流出量と
比較するための CNF の生態影響評価値、すなわち予測無影響濃度（PNEC）が必要である。そこ
で、化審法における優先評価化学物質に関するリスク評価ガイダンス（厚生労働省・経済産業省・
環境省 2014）を参考にし、NEDO 事業で得られた成果を基に、対象とした 4 種類の CNF（TEMPO
酸化 CNF、機械解繊 CNF（水中対向衝突法）、機械解繊 CNF（ウォータージェット法）、リン酸
エステル化 CNF）ごとの毒性値をデータの拡充度に応じた不確実係数積で割ることで PNEC を
求めた。 

試験生物を用いた室内の試験結果から得られた毒性値を、野外の環境中に生息する生物への影
響をみるために用いることや試験期間などから生じる様々な不確実性を考慮するため、不確実係
数を検討する必要がある。化審法における優先評価化学物質に関するリスク評価ガイダンスで使
用されている水生生物に対する予測無影響濃度の導出に用いる不確実係数および不確実係数積を
表 8.7 に示す。不確実係数積は、生態毒性データの拡充度によって決定される。表 8.4 に示したデ
ータの拡充度に基づくと、TEMPO 酸化 CNF の不確実係数積は 10、機械解繊 CNF の不確実係
数積は 100 となった。また、リン酸エステル化 CNF の不確実係数積は、採用する毒性値の生物
種に依存し、ミジンコへの毒性を採用する場合の不確実係数積は 1000 となり、魚類への毒性を採
用する場合の不確実係数積は 10000 となるが、保守的に生態影響を評価するため、不確実係数積
10000 を採用した。 

CNF ごとに最小の毒性値（表 8.4）を不確実係数積で割った PNEC は、TEMPO 酸化 CNF で
1.25 mg/L（最小の毒性値 12.5 mg/L÷不確実係数積 10）、機械解繊 CNF で≧ 1 mg/L（最小の毒
性値≧100 mg/L÷不確実係数積 100）、リン酸エステル化 CNF で> 0.01 mg/L（最小の毒性値 
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>100 mg/L÷不確実係数積 10000）と求められた。ただし、リン酸エステル化 CNF の PNEC は
２種類の急性毒性値のみから求められており、現時点で取得した生態毒性データの数が少ないこ
とに起因する高い不確実係性係数積が PNEC に大きく影響している。そのため、現時点で解析中
の生態毒性データを加えて、PNEC を改めて求める必要がある。3 種類の CNF の PNEC を化審
法の化学物質のスクリーニング評価の生態に係る有害性クラス（有害性が高い方から１、２、３、
４、クラス外の 5 分類）に適用した場合、TEMPO 酸化 CNF および機械解繊 CNF はクラス外に
判定された。リン酸エステル化 CNF は 3 に判定された。有害性クラス３を示す一般的な化学物質
は、国内の排出量合計が 1000 t 以下の場合、化審法におけるスクリーニング評価において生態リ
スクは懸念されないと判定され、より詳細な生態リスク評価の実施は求められない。 
 

表 8.7 不確実性の要因と不確実係数（UF）a 

採用する毒性値 
種間外挿の

UF 
急性から慢性 

への UF 
室内試験から 
野外への UF 

不確実係数積
UFs 

3 つの栄養段階の慢性毒性値がある場
合の最小の慢性毒性値 

- - 10 10 

2 つの栄養段階の慢性毒性値がある場
合の小さいほうの慢性毒性値 

5 - 10 50 

1 つの栄養段階の慢性毒性試験結果が
ある場合の NOEC 

10 - 10 100 

3 つの栄養段階の急性毒性値がある場
合の最小の急性毒性値 

- ACRb 10 10×ACR 

慢性毒性値が欠けている栄養段階の
急性毒性値が揃わない場合の小さい
ほうの急性毒性値 

10 ACR 10 100×ACR 

a 化審法における優先評価化学物質に関するリスク評価ガイダンス（厚生労働省・経済産業省・環境省，2014）の
図表 III-4 を改変して作成 

b ACR：急性慢性毒性比 藻類は 20、ミジンコは 10、魚類は 100 

 
8.5 まとめ 
8.5.1 既存論文の知見 

CNF に関する既存の報告において、藻類では、設定最低濃度である 1 mg/L でも影響が確認さ
れた事例が 2 例報告されている（Pereira et al., 2014; Munk et al., 2015）。Pereira et al.（2014）
は、藻類を取り囲むように、ガム状のセルロースが生成され、これが藻類の細胞表面への CNF の
吸着を増加させることで、細胞壁でのガス交換や細胞膜での栄養素の取り込みに影響を与えた結
果、クロレラの生長阻害が生じたと考察している。ただし、より高濃度でも藻類への影響が確認
されなかったとする報告もあった（Wang et al., 2020; Ong et al., 2017)。ミジンコの急性毒性試験
では、20～40 mg/L でわずかに遊泳阻害がみられた報告（Kokol et al., 2023; Vartiainen et al., 2011）
がある一方、設定最高濃度でも影響がみられなかったとする報告が複数あった（Wang et al., 2020; 
Pengiran et al., 2021; Ogonowski et al., 2018; Ong et al. 2017）。ミジンコの慢性毒性試験の報告は
一つのみだが、20.6 mg/L で産仔数の低下、10～20 mg/L で摂餌率の大幅な低下がみられている
（Ogonowski et al., 2018）。ゼブラフィッシュの急性毒性試験では、250 mg/L で有意な死亡割合
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の増加および卵黄嚢と心嚢浮腫の上昇を示した研究（Harper et al., 2016）があるが、その他の多
くの報告では、設定最高濃度でも影響はみられなかった（Wang et al., 2020; Pengiran et al., 2021; 
Harper et al., 2016; Harper et al., 2016; Ong et al., 2017; Liu et al., 2020）。総じて CNF の水生生
物（藻類、甲殻類、魚類）への影響は一般的な化学物質と比較しても低い部類と考えられた。 
 
8.5.2 NEDO委託事業で得られた知見 

これまでに報告されている生態毒性試験では、CNF の暴露状態（液中の CNF の濃度や分散状
態）が十分に評価されておらず、生態毒性試験が適切に実施されていない可能性が示唆された。
そこで、NEDO 委託事業では、まず、CNF の濃度測定法を確立するとともに、CNF 分散液の安
定性、供試生物による CNF の取り込み（摂餌率の減少、CNF 濃度の低下）、CNF への吸着に伴
う栄養塩の枯渇、藻類を用いた試験における藻類存在量の測定への CNF の干渉、CNF の濃度測
定への供試生物（主に藻類）や餌（主にミジンコの餌のクロレラ）の干渉、真菌や細菌および防
腐剤の影響などを考慮して、CNF ごとに生態毒性試験の方法を確立した。そして、4 種類の CNF
（TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF（水中対向衝突法）、機械解繊 CNF（ウォータージェット
法）、リン酸エステル化 CNF）を対象に、藻類生長阻害試験、ミジンコ遊泳阻害試験、魚類急性毒
性試験を実施した。また、1～２種の CNF について、ミジンコ繁殖試験、魚類初期生活段階毒性
試験、ヨコエビ亜慢性毒性試験も実施した。ほとんどの試験で設定最高濃度の 100 mg/L におい
ても影響は認められなかった。しかし、TEMPO 酸化 CNF を用いたミジンコ繁殖試験では、25 
mg/L 以上の濃度区において、累積産仔数が対照区より有意に低下した。この要因として、ミジン
コが CNF をろ過摂食して腸管に取り込むことで、餌の取り込みが減少することが示唆された。
NEDO 委託事業では、TEMPO 酸化 CNF 以外の CNF についてのオオミジンコ繁殖試験の結果
が得られておらず、他の CNF でも同様の現象が起こるかどうかは分からないが、機械解繊 CNF
を用いたミジンコ繁殖試験でもほぼ同様の結果が報告されており（Ogonowski et al., 2018）、こ
の影響は CNF の種類によらない可能性がある。また、オオミジンコの摂餌率の低下は、ポリスチ
レン粒子でも認められており（Rist et al., 2017）、CNF だけに特有の影響ではないと考えられた。
得られた毒性値の大きさから判断して、CNF の毒性は、一般的な化学物質と比較して低い部類と
考えられた。 

各 CNF の管理の目安となる生態影響評価値、すなわち予測無影響濃度（PNEC）は、各 CNF
の最小の毒性値を基に、データの拡充度に応じた不確実性を考慮して導出される。3 つの栄養段
階の慢性毒性値がそろっている TEMPO 酸化 CNF の PNEC は 1.25 mg/L（最小の毒性値 12.5 
mg/L÷不確実係数積 10）、1 つの栄養段階の慢性毒性値と他の 2 つの栄養段階の急性毒性値があ
る機械解繊 CNF の PNEC は≧1 mg/L（最小の毒性値≧100 mg/L÷不確実係数積 100）、2 つの
栄養段階の急性毒性値があるリン酸エステル化 CNF の PNEC は> 0.01 mg/L（最小の毒性値>100 
mg/L÷不確実係数積 10000）となった。ただし、リン酸エステル化 CNF の現時点で評価に使用
可能な生態毒性データが少なく、不確実係性係数積が大きいため、さらにデータを収集した後に、
改めて生態影響を評価する必要がある。 
 
8.5.3 今後の課題 

藻類では、設定最低濃度である 1 mg/L でも影響が確認された事例があり、CNF の種類による
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藻類への影響の違いについては、データの集積が必要といえる。また、ミジンコおよび魚類への
慢性影響についても、データが限られているので、データの集積が必要である。 

CNF は、環境水中のカルシウムやマグネシウムなどのイオンにより、凝集、沈殿する性質があ
ることから、CNF は底質に移行しやすいと考えられる。よって、藻類、甲殻類、魚類だけでなく、
底生動物への影響についてのデータの集積も望まれる。 

NEDO 委託事業では、CNF の濃度測定法を確立するとともに、CNF 分散液の安定性などを考
慮して、CNF に適した試験方法や条件を検討してきた（8.4.2 節、8.4.3 節）。今後、各事業者で生
態毒性試験を実施される場合には、それらの情報を参考にしていただければ幸いである。 
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 第 9章 生分解性の評価 
9.1 はじめに 

CNF の実用化に伴い、製造量および市場への流通量が増加するとともに、工業廃水や家庭排水
を経路として、また、建築、塗装、農業用途など屋外での使用を通し、環境に放出される CNF の
量が大幅に増加する可能性がある。セルロースは植物の構成成分であり、一般には環境中で生分
解されると予想されるが、化学修飾により生分解性は変化する可能性がある。本章では、CNF や
セルロースナノクリスタル（CNC）の生分解性について、既存文献の情報および NEDO 委託事
業（2017～2019 年度）の成果について紹介する。 

 
9.2 既存文献の情報 

Ong et al.（2017）は、リグニン被覆 CNF（L-CNF）およびリグニン被覆 CNC（L-CNC）を対
象に、OECD TG311 に基づき嫌気的生分解性試験を実施している。L-CNF および L-CNC の嫌
気的生分解度はそれぞれ 51%および 35%であり、従来のセルロースで報告されている値と同程度
か、それ以上であった。また、Ong et al.（2017）は、EPA の OCSPP 835.3140 に基づき、好気
的生分解性試験も実施している。好気的生分解性試験では、材料の分解度が 10%に達してから 10
日の間に 60%以上になった場合、その材料は易生分解性と判断される。L-CNF の分解度は 1 日
目から 7 日目にかけて 10%に達し、14 日目までに 71%に達した。よって、L-CNF は易生分解性
と判断された。一方、L-CNC の分解度は 1 日目から 7 日目までに 10%に達し、14 日目には 41%、
21 日目には 68%に達した。L-CNC は易生分解性の判断基準を満たしてはいなかったが、生分解
性と考えられた。 

Kümmerer et al.（2011）は、フラーレンやカーボンナノチューブと併せて、CNC（平均断面積
6 nm、長さ 180 nm）やデンプンのナノ小板の生分解性を OECD TG301D 法（クローズドボトル
法）により評価している。フラーレンとカーボンナノチューブはまったく生分解しなかったが、
CNC とデンプンのナノ小板は、比較対照のナノサイズではないセルロースやデンプンと同程度の
生分解性を示した。どちらも易生分解性の基準（28 日後に 60%）を満たしていなかったが、CNC
の 28 日後の分解度は 54％、ナノサイズではないセルロースの分解度は 45％であった。CNC は、
表面積が大きいため、ナノサイズではないセルロースのよりも速く分解することが分かった。 

O’Connor et al.（2014）は、CNC の NCCTM について、OECD TG301 による生分解性試験を
実施しており、生分解度が 10%に達した日から 10 日間の分解度は 42％であった。 

Vikman et al.（2015）は、ナノフィブリル化セルロース（NFC）のフィルム、濃縮 NFC、およ
び NFC を含む紙製品の生分解性と堆肥化性を、制御された堆肥化条件下において評価している。
比較対照のワットマンろ紙（セルロース）に対し、65 日後の相対生分解性を計算すると、NFC フ
ィルムが 122%、濃縮 NFC が 93%、NFC を含む紙製品が 116%であり、いずれも欧州規格 EN 
13432 で設定された要件（対照と比較して 90％以上の分解性）を満たして生分解性と判断された。
堆肥化による分解は、欧州規格 EN 14045 を改変したパイロット規模の堆肥化試験を使用して評
価され、NFC フィルムは 3 週間の堆肥化で完全に分解し、NFC を含む紙製品の分解性は NFC の
添加により影響しなかった。堆肥化環境での NFC 製品の生分解時の生態毒性が、海洋性発光細菌
Vibrio fischeri による発光試験により評価され、いずれのサンプルでも急性毒性は認められなかっ
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た。 
 

9.3 NEDO委託事業の成果 
CNF が一般環境に排出された後の生分解性について知見を得るため、OECD TG301C 試験を

行い、環境中で速やかに分解されるかどうか（易生分解性）を判断した（梶原ら, 2020）。OECD 
TG301C 試験は国内 10 か所から汚泥（河川、湖沼および内海の表土を含む表層水、下水処理場の
返送汚泥）を採集して培養した活性汚泥を用いる試験であり、環境媒体全般に含まれる微生物に
よる分解の観察を意図した試験である。生物化学的酸素要求量（BOD）で測定した分解度が 28 日
の間で 60%以上のときに易生分解性と判断される。CNF および比較対照としたセルロース材料
の生分解性試験の結果を表 9.1 に示す。 
 

表 9.1  OECD TG301C法による生分解性試験結果（梶原ら, 2020） 
被験材料 試験 1  試験 2 試験 3 

TEMPO 酸化 CNF 易生分解性 － － 

リン酸エステル化 CNF － 易生分解性 － 

機械解繊 CNF － 易生分解性 － 

アセチル化パルプ（置換度：0.69） － － 易生分解性 

アセチル化リグノ CNF（置換度：0.69） － － 易生分解性 

セルロース粉末（Avicel PH-101） 易生分解性 易生分解性 易生分解性 

酢酸セルロース（置換度：2.4） － － 易生分解性で
はない 

「－」は試験を実施していないことを表す。 
・試験 1～3 はそれぞれ別の試験期間に行ったものであり、用いた活性汚泥も異なる。 

 
TEMPO 酸化 CNF、リン酸エステル化 CNF、機械解繊 CNF、アセチル化 CNF はいずれも、

分解度が 60%を超えており易生分解性と判断された。これらは化審法の基準では良分解性と判定
される。セルロース粉末は試験によって 60%を超える場合と超えない場合があったが、超えない
場合も生分解の途中である試料があったためであり、易生分解性と判断された。また、アセチル
化パルプは分解度が 60%を下回ったが、これはサンプルサイズ（n=3）のうち、1 つの試料が生
分解されず（分解度 2%）、残り 2 つの試料が生分解された（分解度：80%、77%）ためであり、
易生分解性と判断された。比較対照とした酢酸セルロースは生分解されず、易生分解性ではない
と判断された。 

また、付加的に OECD TG 306 法を一部改変した試験（分解度を溶存有機炭素（DOC）ではな
く、BOD で測定）により海水を使った生分解性も評価した。海水を使った試験は、海水に含まれ
る微生物量が一定でないため試験結果の変動が大きく、偽陰性の結果を多く生じやすいことや、
栄養塩の添加、被験物質濃度の高さの点で、海洋環境の模擬試験となっていないという指摘もあ
り、結果が陽性であれば海水中で生分解すると言えるが、結果が陰性であっても、それがただち
に海洋中で生分解されないことを意味するわけでない。 
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試験の結果、TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF、未変性リグノ CNF、アセチル化リグノ CNF
（置換度：0.40）、アセチル化リグノ CNF（置換度：0.84）はいずれも分解度が 60%を超えてお
り、海洋環境中での生分解性のポテンシャルありと判断された。 

 
9.4 まとめ 

既存の報告および NEDO 委託事業の成果より、CNF および CNC は一般のセルロースと同様
に生分解すると考えられる。化学修飾により生分解性は変化する可能性があるが、NEDO 委託事
業で実施した一般環境の生分解性試験において、TEMPO 酸化、リン酸エステル化、アセチル化
した CNF は、いずれも易生分解性と判断された。 

 
参考文献 
Kümmerer K, Menz J, Schubert T, Thielemans W, 2011. Biodegradability of organic nanoparticles 
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O’Connor B, Berry R, Goguen R, 2014. Chapter 10 - Commercialization of Cellulose Nanocrystal 

(NCC™) Production: A Business Case Focusing on the Importance of Proactive EHS 
Management. Nanotechnology Environmental Health and Safety (Second Edition) Risks, 
Regulation, and Management Micro and Nano Technologies. 225-246. 

Ong KL, Shatkin JA, Nelson K, Ede JD, Retsina T, 2017. Establishing the safety of novel bio-based 
cellulose nanomaterials for commercialization. NanoImpact 6:19–29. 

Vikman M, Vartiainen J, Tsitko I, Korhonen P, 2015. Biodegradability and Compostability of 
Nanofibrillar Cellulose-Based Products. J Polym Environ 23:206–215. 

梶原 秀夫, 蒲生 昌志, 小栗 朋子, 2020. 第 6 章環境排出後の分解, セルロースナノファイバー及
びその応用製品の排出・暴露評価事例集. https://riss.aist.go.jp/results-and-dissemin/776/ 

 
執筆担当者 
小倉 勇 
 

https://riss.aist.go.jp/results-and-dissemin/776/


第 10 章 まとめ  

-120- 

 第 10章 まとめ 
〇ヒト健康影響 
遺伝毒性：既存の研究では、CNF による遺伝毒性や DNA 損傷に関して陽性結果が一部で報告さ

れている一方で、OECD 試験ガイドライン（Test Guidelines: TG）に準拠した信頼性の高い試
験においては陰性結果も示されており、現時点では CNF の遺伝毒性について明確な結論には
至っていないのが実情である。 

これに対して、NEDO 委託事業において実施された遺伝毒性バッテリー試験（Ames 試験、
マウスリンフォーマ TK 試験、in vitro 染色体異常試験、ラット赤血球小核試験）では、TEMPO
酸化 CNF、リン酸エステル化 CNF、機械解繊 CNF の 3 種類の CNF を対象に、すべて OECD 
TG に準拠して実施した結果、いずれの CNF も遺伝毒性を示さない「陰性」と判定された。た
だし、CNF の物理化学的特性（繊維長、太さ、表面官能基、解繊度、純度など）は原材料や製
造法により多様であり、単一の試験結果だけで一般化することは困難である。 

今後は、それぞれの CNF について、OECD TG に準拠した信頼性の高い遺伝毒性バッテリ
ー試験を個別に実施し、その安全性を科学的に評価していくことが重要である。 

 
中皮腫：NEDO 委託事業で試験を行った TEMPO 酸化、リン酸エステル化、機械解繊の３種類の

CNF については、中皮腫発生に至るキーイベントである炎症は認められず、中皮腫の発生も認
められなかった。 

 
吸入影響：既存の研究によれば、CNF は、セルロースナノクリスタル（CNC）よりも軽度の炎症

を引き起こし、カーボンナノチューブ（CNT）やアスベストに比べて肺への影響は深刻ではな
いことが示されている。しかし、CNF の吸入による影響は依然として完全には解明されておら
ず、特に生体内での残留性や中長期的影響に関する知見が不足している。 

NEDO 委託事業において実施された気管内投与試験では、CNF が肺胞および終末細気管支
まで到達することが確認され、繊維径や長さといった物理的特性が、肺内での局在性および炎
症反応に影響を与える可能性が示唆された。CNF の暴露により軽度の急性炎症が誘発されたも
のの、炎症反応は 90 日後には減弱し、同条件下での多層 CNT に比べて軽微であった。また、
CNF が肺内に長期間残留する可能性も示されており、炎症以外のエンドポイントを含めた包括
的かつ長期的な評価が求められる。 

一方、マクロファージを用いた培養細胞試験では、CNF の貪食が確認されたものの、顕著な
細胞毒性は観察されず、一部の CNF は生体適合性を示す可能性があることが示唆された。ま
た、原材料の供給源や製造方法の違いによって、CNF の物理化学的および生物学的特性（例：
繊維径、繊維長、表面修飾、エンドトキシン含有量等）が大きく変化し、これらの特性が生体
影響に与える影響は無視できない。 

今後は、CNF の特性と細胞・動物試験における生体応答との関連を体系的に評価し、試験系
間の知見を統合することで、CNF の吸入影響をより包括的かつ信頼性高く評価する枠組みの構
築が必要である。 
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皮膚影響：CNF の経皮毒性に関する既存の研究は限られているが、これまでのところ懸念される
結果は報告されていない。NEDO 委託事業（2017～2019 年度）において、染色および蛍光ラ
ベル化した TEMPO 酸化 CNF を用いた三次元培養皮膚モデルによる透過性試験が実施され、
CNF が皮膚構造を透過せず、表層にとどまることが示された。これは、分子量 500 以上の物
質は角質層を通過しにくいとする既存文献の知見と一致しており、健常な皮膚においては、
CNF が経皮的に体内へ移行するリスクは低いと考えられる。 

また、皮膚刺激性に関しては、OECD TG 439 に準拠した三次元皮膚モデル試験の結果、
TEMPO 酸化 CNF は非刺激性と評価された。さらに、別の三次元皮膚モデルを用いた研究に
おいても、同様に CNF は非刺激性と報告されている。 

これらの知見は、CNF の皮膚安全性に対する懸念をある程度払拭するものであると同時に、
本研究で用いた可視化手法の有用性を示すものである。今後は、傷やひび割れた皮膚、ならび
に毛包や汗腺などの付属器官を経由した浸透リスクについても検討が求められるとともに、
CNF の物理化学的性状の違いに応じた個別評価と長期的影響の調査が重要である。 

 
経口毒性：CNF の経口毒性についての報告例はまだ少ないが、いずれも顕著な毒性は認められて

いない。また、CNC や従来のセルロースと比較しても特に有害性が高いとする報告はなかっ
た。 

 
〇ヒト暴露 
＜暴露の観点で注意が必要なプロセス＞ 

CNF の乾燥粉体の取り扱い時は、CNF の飛散が起きやすいことが、複数の報告で示されてい
る。また、清掃時やメンテナンス時なども注意が必要と考えられる。CNF 水分散液は、乾燥粉体
に比べると飛散や吸入暴露が起こりにくいと考えられる。CNF 水分散液の飛沫は発生したとして
も、吸入時の CNF は乾燥して密に凝集した粒子が主になると考えられるが、湿度が非常に高く液
滴の揮発が起きにくいような場合や、液滴が水分散液ではなく揮発しにくいオイルのような場合
には、分散した状態の CNF への暴露が起こりうると考えられる。CNF 複合材に関しては、CNF
は母材である樹脂と結合した状態にあり、CNF 単体としての排出・暴露は限定的であると考えら
れる。 
 
＜対策と管理＞ 

換気や局所排気装置（ヒュームフード等）は飛散 CNF の対策として有効であることが示されて
いる。CNF の乾燥粉体を取り扱う際には、CNF の飛散が起きやすいので、局所排気や保護具等の
使用が推奨される。 

ナノセルロースを対象とした吸入暴露の許容濃度の提案値はまだないが、他のナノ材料や粉塵
の許容濃度を参考にして、当面の現場の管理の目安となる濃度を設定していくことが重要と考え
られる。ナノ材料の許容濃度は、一般にナノでない同じ物質の許容濃度よりも低い値で定められ
ており、ナノセルロースにおいても、十分な情報がない中では、従来のセルロースより低い値で
管理することが望ましいと考えられる。英国規格協会やドイツ法定災害保険研究・試験研究所の
提案（ナノでない同じ物質の≦1/10 の値をベンチマークとする）に沿うと、例えば、ナノでない
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セルロース（綿塵）の吸入性粉塵の許容濃度 1 mg/ｍ3 を 1/10 にした 100 µg/ｍ3 が一つのベンチ
マークとなる。これは、日本産業衛生学会よるナノ TiO2 およびナノ ZnO の許容濃度（それぞれ
300 および 500 µg/ｍ3）より若干低い値である。ベンチマークの設定は、その濃度が計測できる
かどうかということも考慮して決定する必要がある。 

CNF の複合材の加工や摩耗の際には CNF 含有の有無によらず粉塵が発生するが、CNF 単体と
しての排出・暴露は限定的であると考えられることから、樹脂自体の粉塵の排出や暴露を適切に
管理することで、CNF 単体としての排出・暴露も低く管理できると考えられる。 

 
＜排出・暴露の計測法＞ 
 多くの報告で、飛散 CNF の測定にエアロゾル計測器が使われていた。これらは、小型で、秒単
位の測定値が得られることから、現場の日常の安全管理に有用であると考えられるが、CNF とそ
れ以外の粒子を識別することはできないので、CNF ありとなしの比較や、バックグラウンド濃度
との比較が重要になる。粉塵をフィルターに捕集して、重量を測定する場合にも、CNF とそれ以
外の粒子の識別が問題となる。気中に浮遊する微量セルロースの定量分析法としては、石英フィ
ルターに粉塵を捕集したあとに、熱分解ガスクロマトグラフィー質量分析（GC-MS）で分析する
方法がある。CNF の作業環境計測の方法については、十分に確立しているわけではないが、NEDO
委託事業の作業環境計測の事例（7.4.1～7.4.4 節）を参考にしていただければ幸いである。 
 
〇環境影響 
生態影響：総じて CNF の水生生物（藻類、甲殻類、魚類）への影響は一般的な化学物質と比較し

ても低い部類と考えられた。しかし、藻類では、設定最低濃度である 1 mg/L でも影響が確認
された事例があり、CNF の種類による藻類への影響の違いについては、データの集積が必要と
いえる。また、甲殻類および魚類への慢性影響についても、データが限られているので、デー
タの集積が必要である。 

CNF は、環境水中のカルシウムやマグネシウムなどのイオンにより、凝集、沈殿する性質
があることから、CNF は底質に移行しやすいと考えられる。よって、藻類、甲殻類、魚類への
影響だけでなく、底生動物への影響についてのデータの集積も望まれる。 

既存の報告では、試験溶液中の CNF の濃度や分散状態がほとんど評価されていなかった。
そこで、NEDO 委託事業では、CNF の濃度測定法を確立するとともに、CNF 分散液の安定性
などを考慮して、CNF に適した試験方法や条件を検討してきた（8.4.2 節、8.4.3 節）。今後、
各事業者で生態毒性試験を実施される場合には、それらの情報を参考にしていただければ幸い
である。 

CNF は原料や製造方法の違いにより多様であり、CNF の種類によって毒性が異なる可能性
がある。各 CNF の管理の目安となる生態影響評価値、すなわち予測無影響濃度（PNEC）は、
CNF の種類ごとに、データの拡充度を考慮して導出される必要がある。NEDO 委託事業では、
TEMPO 酸化 CNF、機械解繊 CNF、リン酸エステル化 CNF について PNEC を導出した（8.4．
5 節）。 

 
生分解性：CNF は一般のセルロースと同様に生分解すると考えられる。化学修飾により生分解性
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は変化する可能性があるが、一般環境の生分解性試験において、TEMPO 酸化、リン酸エステ
ル化、アセチル化した CNF はいずれも易生分解性であった。 
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