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 我々は 2006 年 6 月 22 日から 2011 年 2 月 28 日まで，NEDO プロジェクト（P06041）「ナ

ノ粒子特性評価手法の研究開発」に取り組みました．そのまとめとしての 3 群のナノ材料－

二酸化チタン（TiO2），フラーレン（C60），カーボンナノチューブ（CNT）－についてのリ

スク評価書の作成は，このプロジェクトの最も大きな課題でした．本研究プロジェクトの全

体像を知っていただきたいという思いから，この評価書を策定するにあたっての基本的な考

え方と結果の概略をここにまとめました．ナノ材料という新しい素材，ただ新しいだけでな

く，有害性がその化学特性ではなく，大きさや形などによるのではないかという今まで全く

考えられなかったような“新しい有害性概念の提起”で始まったリスク評価は，従前のアカデ

ミアが育て継承してきた体系だけでは完成する筈もありませんでした．限られた時間と資源

の中で“新しい有害性概念”にどう取り組むかで苦しんできました．勿論，今も完成はしてい

ませんが，一筋の道は開けてきたように感じています．この時点で，一つのまとめをするこ

とによって，多くの皆様のご批判を仰ぎ，さらなる発展のための智恵を頂ければと期待して

おります．また，リスク評価や管理のあるべき姿を追究されている方や新しい技術を世に出

し，人類の危機を少しでも軽くしたいと奮闘されている皆様のお役に立つことができれば，

幸甚この上もありません． 

 リスク評価書はこの研究プロジェクトの大きな成果と位置づけておりますが，他にも多く

の成果があり，それらは http://www.aist-riss.jp/projects/nedo-nanorisk/index.html で見ることがで

きますので是非ご活用ください． 
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1. はじめに 

1.1 研究プロジェクトの枠組 

1.1.1 リスク評価の全体像 

 本プロジェクトが始まる時に描いたプロジェクトの全体像をここに再掲する．図 1-1 に示すよ

うに，このプロジェクトの主たる目的は，リスク評価・管理である．ナノ材料の有害性研究は，

その材料がナノという大きさや，形にあるというところから出発しているにも拘わらず，多くの

有害性試験が試験試料の形や大きさを制御することなく，また，測定されることもなく実施され

ていたプロジェクト発足当時の事情を反映して，試料の調製と計測に重きをおいた．OECD の会

議で，試験試料のキャラクタリゼーションの重要性を真っ先に主張したのは我々であった． 

 最終的には，3 群の材料－二酸化チタン（TiO2），フラーレン（C60），カーボンナノチューブ

（CNT）－のリスク評価書作成と試料計測・調製方法の手順書を出すこと，それらを社会的に活

用できるような提案に結びつけること，ナノ材料のリスク評価に向けた国際的な活動に積極的に

参加し貢献することを目標にした． 

 この NEDO プロジェクトは，2004 年秋に産業

技術総合研究所（産総研）内ではじまった融合研

究「新技術のリスク評価・管理手法の研究－ナノ

テクのケース研究」を引き継ぐ形で立ち上がった．

産総研の融合研究は「新規技術を世に出す際には，

そのスペックの一つとしてリスク評価結果を加え

るべきだ」という呼びかけから始まり，その 1 年

半の研究の結果，これまで考えられていた（世界

的に信じられていた）研究スキームの間違いに気

づき，それを修正して NEDO に引き継ぐという経過を辿った． 

 したがって，この研究プロジェクトは単なるリスク評価・管理ではなく，新技術を如何にして

世に出すか（場合によっては出さないか）という課題を背負っていた． 

 3 群のナノ材料のリスク評価を行い，作業環境における許容暴露濃度を算出し，いくつかの条

件下でのリスク評価を行った．「考え方」では，リスク評価を行うに当たっての考え方や方法の

原理とその結果の概略について述べるが，個々の物質群についての詳細な結果と物質群特有の方

法については，別途出された「ナノ材料リスク評価書－二酸化チタン－」，「ナノ材料リスク評

価書－フラーレン－」，「ナノ材料リスク評価書－カーボンナノチューブ－」に譲る． 

 産総研旧化学物質リスク管理研究センター（現在の安全科学研究部門）は，これまでビスフェ

ノール A（BPA）や鉛など 25 の化学物質について詳細リスク評価を行い，評価書を出版してきた

図 1-1 プロジェクトの全体像 

試料調製＆計測

有害性評価 暴露評価

リスク評価

リスクマネージメント

社会的影響
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（(株)丸善: 詳細は http://www.aist-riss.jp/main/modules/product/rad.1.html）が，今回のナノ材料リス

ク評価書はそれらとは目的も方法も異なるものである．新規物質のリスク評価であることと，化

学特性と有害性との関係ではなく，どちらかと言えば物理特性と有害性との関係が問題になって

いる物質群のリスク評価であることから，通常の化学物質の評価系が有効ではない可能性が強か

ったがために，これまでとは異なるアプローチをしなければならなかった． 

 どういう異なるアプローチをしたか？ 

 これから本格的な製造にかかるかもしれない物質のリスク評価であるから，有害性データや暴

露情報も十分ではないし，また，どのくらい有用な物質かの明確な予測もできないので，有害性

評価のために投入できる資金や時間にも限度がある．BPA やベンゼンのように大量生産されてず

っと使われている物質の場合には，万全な体制で有害性試験をすることができるであろう．しか

し，ここでとりあげるナノ材料群はいずれも現在は大量生産には至っていない（TiO2粒子はかな

り使われているが，ナノ粒子 TiO2の生産量はそれほど大きいものではない）．また，ナノスケー

ルであるという特性と有害性との関係について一般則はあるのかないのかもはっきりしないから，

個別の製品毎に試験を行わなければならない状況があるが，そういうことが許される筈もない．

そこで，本プロジェクトでは，少ないデータから有害性を推定する方法を工夫し多用している． 

 また，算出された結果（例えば，作業環境における許容暴露濃度）の使い方についても制限を

加えている．これは順応的管理という考え方に基づくものであり，詳しくは後述するが，一例を

挙げれば，10 年以内にその間に得られる新しい試験結果を用いて見直しをかけることを前提に，

暴露期間も 10~15 年程度に限るとした．その意味でこのプロジェクトで提案される許容暴露濃度

は 15 年時限の値であり，それを許容暴露濃度（PL）として表記した．PL は時限，period-limited

の略である．これらの方法や考え方は，従来のリスク評価の方法と異なる点もあるので違和感を

持つ方もおられるに違いない．しかし，このプロジェクトで用いた方法や考え方は，今後，新規

物質のリスク評価のモデルになるものと自負している．ここで行ったリスク評価と管理の方法は，

通常の化学物質について使われている法則性が適用できないかもしれない開発途上にある新規物

質についての適用を目指した新しい方法である． 

 評価書は既に発表されている報文の結果と，我々自身が 5 年間行ってきた NEDO プロジェクト

（P06041）「ナノ粒子の特性評価手法の研究開発」の結果を基に策定した．この「考え方」は，

評価書策定の考え方を理解して頂くためにまとめたが，特に NEDO プロジェクト（P06041）で実

施した試験の意味と位置づけに重点をおいた． 

1.1.2 研究の実施体制 

 本研究プロジェクトは，図 1-2 に示すような体制で進められた． 
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図 1-2 プロジェクト参加組織 

 

1.2 ナノ材料の何が問題になったか？  

 ナノ材料による健康影響として，どういう点が問題になったか，それは何故かについて，まず，

整理しておきたい．大体以下に列挙する事柄が，ナノ材料への懸念として言われていることであ

る． 

 （1）ナノ材料の新規性 

a. ナノスケールで新しい機能があるなら，それに伴う新しい生体反応がある可能性が高い． 

b. 量子効果と関係がある反応があるのではないか． 

 （2）サイズが小さいこと（比表面積が大きいこと） 

c. サイズが小さいので，体内のあらゆるところを移動し，様々な器官で反応をおこす可能性が

ある．（translocation として整理） 

d. サイズが小さいことは，比表面積が大きいことであり，表面活性が高いに違いない．（比表

面積効果） 

e. サイズが小さいことは，重量当たりの個数（比個数と言うべきか）が大きいことである．個

数が大きな要因になるような反応では，反応活性が高くなる．（個数効果） 

f. 比表面積が大きければ，表面活性も高くなる． 

 （3）粒子の残留性 

g. サイズが小さく，残留性が高ければ，いくつかの組織で残留し，何らかの悪い影響を起こす

可能性が高い．その物質の化学的性質に関わりなく，粒子が肺に長期に残留するだけでがん

が誘発されるメカニズムが提起されている．（PSLT（poorly soluble, low toxicity）粒子の問題） 

 （4）繊維状である 

h. 繊維状で，生体内残存性が高いと推定される材料が存在する．それらは，アスベストと同じ

ような有害性を示す可能性が高い． 

 つまり，まとめれば，残留性がある上に，A.その大きさがナノスケールであることの問題（小

さいこと），B.アスベストと似たような形をもつものがある，という二点に絞ることができる． 

 つまり，小さいと何が起きるか？あるいは繊維状だと何が起きるか？である． 
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 粒子が小さい場合には，こういうことが起きるかもしれないという仮説を Particle 

(pathogenicity) paradigm (poorly soluble particle overload paradigm とも)と言い，粒子が繊維状だから

起きるかもしれないと予測される仮説を Fiber (pathogenicity) paradigm という．パラダイムとは，

その時代に皆が共通に持っている科学的推論と科学的常識であり，とりあえずの経験と常識から

導かれた仮説である．経験の集積であり，多くの研究者が信じているロジックであるので非常に

重要である．しかし，いずれにしろ過去の経験であるので，それに強く影響されると，新しい問

題を見落とすことになりがちである．肯定するにしても，否定するにしても，このパラダイムは

重要であるので，次項以降で，このパラダイムの説明をする． 

 

1.3 Fiber pathogenicity paradigm（繊維仮説） 

1.3.1 Fiber paradigm の定義 

 Duffin (2008)は Fiber pathogenicity paradigm を以下のように説明している． 

a. Fiber pathogenicity paradigm は，粒子に適用される最も堅固な構造活性相関（SAR）である． 

b. 25 年間に亘るヒトと動物の試験，さらに培養細胞系試験の結果から導かれたものである． 

c. アスベスト，ガラス繊維，セラミック繊維，そしてこれまでに代替品として唯一研究された

有機繊維（p-aramid）に当てはまる．これまで研究された繊維で，この仮説に反したものはな

い． 

d. それは化学的特性によるものではなく，形と肺での残留性によるものである． 

e. パラダイムは長さ 20 μm 以上，径が 3 μm 以下で，生体残留性がある繊維は有害であるとい

う単純なものである． 

1.3.2 Fiber paradigm の例証-Duffin による 

 Duffin は，Fiber pathogenicity paradigm が成り立つ証拠として，以下の表 1-1 を掲げている．一

番下の行の CNT（カーボンナノチューブ）は彼の推察である．もともと，Fiber pathogenicity paradigm

はナノ粒子を対象にしたものではなかった． 

 

表 1-1  Fiber paradigm の例証-Duffin による 

繊維 長いか？ 生体残留性あるか？ 有害か？ 

クリソタイル Yes No No 
角閃石系アスベスト Yes Yes Yes 
セラミック繊維 Yes Yes Yes 
断熱材ウール Yes No No 
CNT Yes Yes Yes？ 

1.3.3 もう一つの SAR（構造活性相関） 

 アスベストは，その物理的な性質から大きく二つに分類されている：Serpentines（蛇紋石系）と 

Amphiboles（角閃石）である．Serpentines（蛇紋石）の serpentine は「曲がりくねった」という意
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味であり，Amphiboles（角閃石）の amphibole は「まっすぐな」という意味から推察できるように，

アスベストの種類はその繊維の形で分類されている． 

 表 1-2 に示す 6 種のアスベストの一番上が，曲がったもの，つまり Serpentines（蛇紋石系）で

あり，下の 5 種がまっすぐな Amphiboles（角閃石）である．この 6 種の内，日本で使われていた

のは，曲がったクリソタイル（白石綿）とまっすぐなアモサイト（茶石綿）とクロシドライト（青

石綿）である． 

 Duffin は蛇紋石系のクリソタイル（白石綿）を有害性なしと分類し，角閃石系の石綿は有害性

ありと分類している．有害性なしと言い切れるかどうか分からぬが，蛇紋石系のクリソタイルの

発がん性は，角閃石系のクロシドライト（青石綿）やアモサイト（茶石綿）よりかなり弱いこと

は事実である．中皮腫のリスクは，クリソタイル：アモサイト：クロシドライト＝1:100:500 とも

言われている． 

 このことは，有害性の強さが，繊維がまっすぐか曲がりくねっているかの形態の違いに影響さ

れていることを示唆しているように見える．つまり，もう一つの構造活性相関があるとの解釈も

可能だが，それは，早計かもしれない．クリソタイルには鉄分がなく，クロシドライトとアモサ

イトの鉄分の含有量はかなり高く，アスベストの生体反応，特に酸化ストレスについては，構成

成分の鉄が大きな役割を演じているという説が根強くあるからである． 

 

表 1-2 アスベストの種類と形 

石綿の種類 形状  
蛇紋
石系  

クリソタイル  
Chrysotile 
（白石綿，温石綿）  

Mg
3
(Si

2
O

5
)(OH)

 4
  中空管の繊維状であり，柔軟で曲

線を描く．  

角閃
石系  

アモサイト
Amosite  
（茶石綿，グリューネライト）

(Fe,Mg)
7
(Si

8
O

22
)(OH)

2 

直線的な繊維状であり，末端が繊
維軸と直角に交わる．  

クロシドライト  
Crocidolite  
（青石綿，リーベキュライト） 

Na
2
Fe

3

3+
(Si

8
O

22
)(OH)

2 

直線的な繊維であり，やや柔軟で
ある．環境中の繊維は短く細い． 

アンソフィライト  
Anthophyllite  (Fe,Mg)

7
(Si

8
O

22
)(OH)

2 

直線的な繊維であり，マグネシウ
ム－鉄からなる斜方晶系の角閃
石である．

トレモライト  
Tremolite  Ca

2
Mg

5
(Si

8
O

22
)(OH)

2
 

直線的な繊維であり，カルシウム
－マグネシウムからなる単斜晶
系の角閃石である．  

アクチノライト  
Actinolite  Ca

2
(Mg,Fe)

5
(Si

8
O

22
)(O

H)
2
  直線的な繊維である．  

 

 アスベストの有害性の多くが，鉄分で説明できるとすれば，先に述べた繊維仮説を SAR として

説明することも崩れることに注意が必要である．また，アスベストの長さが長いほど有害性が強

いとする説が一般的であるが，アスベスト有害性について盛んに研究された 1980 年代頃には，ア
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スベストの検出は光学顕微鏡に頼っていたので，小さなサイズのものは検出されていないことに

も留意が必要である． 

1.3.4 生体内残留性と発がん性 

 欧州委員会（EC）は，人工鉱物繊維の発がん性について，Commission Directive 97/69/EC の Note 

Q で，以下の条件の一つが当てはまる場合には発がん性ありとはしないとしている．これから，

生体内残留性についての大まかな目安が分かる． 

a. 吸入暴露試験による短期生体内残留性試験の結果，20 μm より長い繊維の半減期が 10 日以

下の場合． 

b. 気管内投与試験による短期生体内残留試験の結果，20 μm より長い繊維の半減期が 40 日以

下の場合． 

c. 適切な腹腔内試験でその試料による腫瘍の増加（Excess Carcinogenicity）が見られない場合． 

d. 適切な長期吸入暴露試験において，妥当な病原性または新生細胞変性が見られない場合． 

 

1.4 Particle (pathogenicity) paradigm 

 Particle (pathogenicity) paradigm については明確に書かれたものがないので，筆者がまとめてみた．

Particle paradigm を考える際には，一次粒子と二次粒子との違いについて意識することが重要であ

る．二次粒子は一次粒子が凝集して見かけ上 1 個の粒子としてふるまうもの，一次粒子とはその

物質の基本構成粒子である．ISO/TS 27687 (2008)では，“Agglomerates are also termed secondary 

particles and the original source particles are termed primary particles”と説明されている． 

a. サイズがサブミクロンからナノメータの領域の粒子が体内に侵入すると，生体は量に応じた

生体防御機能を発動する．様々なメカニズムで呼吸器系に炎症反応を起こす．炎症反応の最

初の段階はマクロファージによる貪食であると考えられている．炎症反応は程度に応じて，

酸化ストレスの生成，線維化，がんなどに発展する． 

b. 溶解性が低く，低毒性の粒子（poorly soluble and low toxicity: PSLT 粒子と言う）であっても，

用量が大きくなれば，肺胞領域でのクリアランス機能が損傷され，肺の負荷が高くなる．こ

の現象を過負荷（overloading）という．このことが，肺胞での慢性的炎症を引き起こし，さ

らに，活性酸素種，酸化ストレス，細胞損傷，繊維化，遺伝子の変異を引き起こし，最終的

にがんを引き起こすという説がある． 

c. PSLT の長期，高用量暴露による発がんは，持続的な炎症の結果引き起こされる．Borm et al. 

(2004) は肺がんを引き起こす用量は，好中球炎症を引き起こす用量の約 10 倍であるとまとめ

ている． 
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d. 過負荷現象は，ラットではマウス，ハムスターに比べ起こりやすく，ハムスターでは起こり

にくい．ラットではマウス，ハムスターに比べて重く，持続的な肺の炎症を起こす．したが

って，ラットの結果からヒトへの影響を引き出すのは間違いという主張もある． 

e. 過負荷からがんに至るプロセスは，PSLT にだけ適用されるものではない．このプロセスは，

様々な要因により加速される． 

f. 上記生体反応の程度は，粒子の比表面積が大きいほど強いとする報告が多い． 

g. 生体反応の大きさは，表面積負荷で規定されるとする報告が相当数存在する．この関係式は，

化学種によらず，試験動物にもよらず，成立するとする報告もある． 

h. 比表面積，或いは，表面積として報告されている値は，ほとんどが BET 法で測られた比表

面積である．サイズ効果としばしば言われるが，表面積に関連しているという結果からでた

ものであれば，そのサイズとは一次粒子のサイズであり，二次粒子のサイズではない． 

i. 吸入された粒子のサイズと呼吸器の部位での沈着率については，国際放射線防護委員会

（ICRP）により開発された Lung Dose Evaluation Program: LUDEP モデルや，オランダ国立公

衆衛生環境研究所（RIVM）と化学工業毒性研究所（CIIT）により開発された Multiple-Path 

Particle Dosimetry: MPPD モデルなどがあり，広く使われている．基本形は粒子が球形である

と仮定されており，非球形については，形状係数で補正できる．この場合の粒子サイズは，

二次粒子のサイズである． 

j. 反応性を説明する要因として表面活性が指摘されているが，表面活性とは何かははっきりし

ない． 

k. 二次粒子径が小さければ，体内のあらゆる部分に移行する（translocation）．これもサイズ

効果の一つであるが，もし，粒子が体内で分解されないのであれば，これは二次粒子のサイ

ズ効果である． 

l. 大気環境影響で，粒子のサイズが小さいと生体影響が強い例として PM10 と PM2.5 の関係が

挙げられる．この影響の違いがサイズに依存しているならば，それは二次粒子のサイズ効果

である． 

 

1.5 粒子のサイズと表面積 

 ナノ材料（粒子）が，特別の生体影響をもつのではないかと疑いをかけられることになった原

因はそのサイズと形にある．したがって，有害性試験に用いられる試験試料のサイズや形は計測

されていなければならないが，現実には，試験に供された試料のサイズや形は，それほどきちん

と同定されているわけではない．こういう背景から，後に述べるように，我々のプロジェクトは，

サイズなどが同定された試料で有害性試験を行うことを第一の目標に掲げた． 
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1.5.1 比表面積の意味 

 PSLT 粒子による生体影響の大きさを，質量負荷（質量で表した用量）で整理すると一定の関係

が得られないが，表面積負荷（表面積で表した用量）で整理すると化学種が異なる（ただし，化

学的に不活性な物質）場合にも，また，同じ化学種で一次粒子径が異なる場合にも，さらに動物

種が異なる場合にも，一本の関係式で表現できるとする報告，または，それが前提となって書か

れた論文は多い（NIOSH 2005，Oberdörster et al.2005）．ただ，それらに対する反論もあることを

忘れてはならない． 

 一次粒子がナノスケールである物質が凝集することによって，比表面積が小さくなると考えて

いる人が少なくない．しかし，今，測定されている比表面積は，ほとんど BET 比表面積である．

BET 比表面積は，ドライ状態の試料に窒素ガスを吸着させて測定する方法であり，一次粒子のサ

イズで決まり，それが凝集してもほとんど変化しない．  

 NIOSH (2005)は，2005 年にナノスケールの TiO2 (UF:Ultrafine)粒子について，週 40 時間内でか

つ 1 日 10 時間以内で労働に従事する場合の作業環境の時間加重平均濃度推奨値として，サブミク

ロンサイズの微粒子（fine particle）に対し 1.5 mg/m3 を，ナノスケールの超微粒子（ultrafine particle）

に対し 0.1 mg/m3 を提案した*．微粒子に比べ，超微粒子に対しては，質量当たりで 15 倍厳しい作

業環境推奨値を提案したのである．肺の炎症の程度や肺がん発症率は，吸入粒子の質量用量では

なく，その表面積用量との間に強い相関があることを基に出されたものである．この場合も，比

表面積は BET 法で測定された値であり，これは，一次粒子の特性であって，それが，孤立分散し

ているか，凝集しているかということにはあまり影響されない． 

 NIOSH の報告書では，微粒子（fine particle）は，吸入性粒子捕集器で捕集されたすべての粒子

で，4 μm の粒子で捕集率 50 ％，10 μm まで一定の割合で捕集されると定義されている．また，

超微粒子（ultrafine particle）は，一次粒子径が 100 nm 未満の粒子で，これらの凝集体を含むと定

義されている．さらに，超微粒子に対する作業環境基準推奨値は，超微粒子の凝集体の直径が 100 

nm より大きくても適用されるとの注意書がついている． 

 つまり，凝集して 100 nm 以上になったとしても，一次粒子の径が 100 nm 以下なら超微細粒子

の扱いを受けるのである．これは，凝集しても BET 比表面積が大きくは変化しないことと同義で

ある． 

* NIOSH (2011)では，微粒子に関しては 2.4 mg/m3 に，超微粒子に関しては 0.3 mg/m3 に修正され，

微粒子に比べ，超微粒子に対して 8 倍厳しい推奨値となった． 

1.5.2 粒径と比表面積 

 BET 比表面積は一次粒子径から計算で求めることもできるし，また，逆のことも可能である．

以下に計算方法といくつかの結果を示す． 

 （1）球形の場合  

 比表面積と一次粒子径の関係は，その粒子が完全球形であれば，式（1）で計算できる． 
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      比表面積＝6/（D＊ρ） ・・・D：粒子径（m），ρ：密度（g/m3） （1） 

 二酸化チタンの密度は（3.9～4.3）×106 g/m3 であるから，一応 4.0 として計算すると，表 1-3 の

結果を得ることができる． 

 

表 1-3 二酸化チタンの一次粒子径と BET 比表面積 

粒子径（nm） 5 10 100 500 

比表面積（m2/g） 300 150 15 3 

 

 ここでは，比表面積から単一の粒子径を求めているが，現実には一次粒子径にも分布がある．

分布を求めるような測定法を採用すれば，BET 法での測定データから粒径分布を求めることがで

きる．BET 比表面積から計算された一次粒子径は，透過型電顕（TEM）で求められた粒子径と，

少なくとも球形の金属酸化物ではほぼ一致する． 

 C60もほぼ球形と考えればいいので，式（1）を用いることができるが，ρ＝1.7×106（g/m3）とす

るのが適切であろう． 

 （2）棒状の場合 

 棒状のものについては，両端の面積を無視し，径を d とすると式（2）で求めることができる． 

      比表面積＝4 /（d＊ρ）   （2） 

 この式はなかなか興味深い．つまり，比表面積は，基本的に長さによらず，径のみによること

を示している．ρ＝2×106（g/m3）として計算すると表 1-4 のようになる． 

 

表 1-4 棒状の CNT の場合の径と比表面積 

粒子径（nm） 1 2 10 50 

比表面積（m2/g） 2000 1000 200 40 

 

 （3）CNTs の場合 

 CNTs の比表面積は，Peigney et al. (2001) によれば，

図 1-3 に示すようになる．この場合，CNT の両端は閉

じた状態であると仮定して計算している．片側端が開

いている場合には単層の場合の比表面積はこの 2 倍，

つまり 2600 m2/g 程度になろう．単層カーボンナノチ

ューブ（SWCNT）と多層カーボンナノチューブ

（MWCNT）とは，その形態も大きく異なっているが，

まずは，比表面積が決定的に異なることに注目する必

要がある．これまで，CNTs については，有害性と比

表面積との関係についての議論が全く展開されてい

ないが，比表面積は生体影響のみならず，CNTs の他の機能を考える上でも重要な指標である． 

SWNTs

2WNTs

3WNTs

4WNTs

5WNTs

10WNTs
20WNTs

1400

1200

1000

800

600

400

200

0
0 5 10 15 20 25

比
表

面
積

(m
2 /

g)

CNTの径 (nm)

calculated with
dC-C = 0.1421 nm

d(inter-shells) = 0.3400

図 1-3 CNTs の径と比表面積 
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2. NEDO プロジェクトで行われた有害性試験用試料の調製 

2.1 試験試料の調製と分散に関する考え方 

 NEDO のプロジェクト（P06041）で行う有害性試験では，まず，二つのパラダイムの内，particle 

paradigm に重きをおいた実験計画を立てた．その方が重要だと考えたからである．fiber paradigm

は主として CNT について考慮されるべき特殊な条件であること，さらに，CNT は確かに繊維状

ではあるが，その形態はアスベストのそれからほど遠いこと，fiber paradigm の問題はナノマテリ

アルの有害性についての一つの応用問題であることを考慮し，ナノスケールの粒子であれば何が

起こるかという課題から取り組んだ． 

 我々がこの研究に取り組む時点までの研究では，試験試料の大きさや形の測定が行われていな

いか，または不十分であり，特に二次粒子のサイズは計測されず，多くはミクロンサイズの凝集

体であった．そこで，二次粒子のサイズが測定された（しかも，二次粒子もナノスケール領域の

サイズ）試料を用意し試験することを第 1 の目標にした．ナノスケールであれば何が起きるかを

知らなければならない！これが，出発点である．主要な暴露経路は吸入系であるので吸入性粒子

を調製し，その吸入系の生体影響を調べること，これが本 NEDO プロジェクトの大きな課題の一

つになった．その目的に適合するような試料調製をすべく多大な努力を払った．その方法・手順

については，小冊子「ナノ材料有害性試験のための試料調製方法と計測方法」にまとめたので，

関心のある方は参考にして頂きたい． 

 

2.2 試料の分散 

ナノ材料をできるだけ分散・分級し，かつ，その大きさなどを計測して有害性試験を行うとい

う課題を掲げたが，この課題を追求するためには，試料の分散という課題に取り組まなければな

らなかった．それは，この研究の中で最も難しい課題の一つであったし，今もそうである． 

2.2.1 試験試料分散の方針 

 ナノマテリアルは多くの場合に凝集していて，ナノスケールの状態で孤立して存在することが

少ない．凝集は，aggregation，agglomeration ともよばれている．分子間の凝集力の源は van der Waals

力である．van der Waals 力の大きさは，通常 1～3 kcal/mol と教科書には書かれているが，van der 

Waals 力は分子量が大きくなれば大きくなり，ある種の加算性が成り立つ．500 kcal/mol になるの

もあるが，このエネルギーはダイヤモンドを構成する炭素原子間の結合エネルギーを超える大き

さである． 

 この凝集力の源泉はナノスケールであることなので，どういう凝集状態のナノマテリアルを試

験に供すべきかは，非常に難しい問題である．しかし，本プロジェクトでは，基本的に，できる

だけ孤立分散状態のナノスケールの粒子を用意し，粒径などを確定して試験を行うという方針を

とることにした． 
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 試料の分散が必要だと考える理由は以下の通りである． 

a. ナノ粒子だから危険ではないかという懸念に応える． 

b. 確率は低いかもしれないが，環境中で分散の可能性があり，リスク評価の点からは，このこ

とも無視できない． 

c. ナノ材料は，製造された時，または，原料状態では凝集しているが，種々の目的に使われる

過程では，界面活性剤添加水溶液中とか有機溶媒中で分散している（一次粒子の状態で分散

しているとは限らないが）． 

d. 人間の体内の構成分子（蛋白質など）とナノ材料（特に炭素系）との親和力は強く，生体内

では粒子サイズが小さくなる可能性がある（EC, Health & consumer protection 

directorate-general 2005）．（註：研究を始める際にはこのように考えた．しかし，多くのケ

ースで組織中のナノ粒子を電顕で観察したが，その限りでは組織内での再分散は認められな

かった．） 

e. 生体内には，さまざまな生物界面活性剤が存在し，凝集したナノ粒子の分散に寄与しうる． 

f. ナノ粒子は廃棄の過程で分散する可能性がある． 

2.2.2 どこまで分散すべきか 

 どこまで分散するべきかということについては，以下の方針で臨んだ． 

a. in vitro 試験と in vivo 試験について，サイズを区別する． 

b. in vitro 試験はできるだけ小さなサイズまで分散する． 

c. in vivo 試験（吸入）は，吸入暴露試験ができる程度まで分散すればいい． 

d. 環境中で，ナノ粒子がどのような形で存在しているかについての情報が得られれば，それに

応じて in vivo 試験用試料のサイズについての考え方を修正する． 

e. 繊維状材料の場合，試料を分散すると，同時に切れて短くなることが多い．したがって，繊

維状で，かつ分散した長い試料を得ることは非常に難しい．したがって，吸入暴露試験はで

きないが，長い繊維の影響を見るために気管内投与試験を行う．  

2.2.3 吸入暴露試験用エアロゾルの生成方法 

 吸入暴露試験に際して，二次粒子径がナノスケールであるようなエアロゾルを暴露チャンバー

に連続的に送るために，本プロジェクト（P06041）では分散剤を用いて液中に分散したナノ材料

を気中分散させるという方法（湿式生成法と名付ける）を採用した（Shimada, et al. 2009）．欧米

の企業の多くはナノ材料を機械的に破砕し送る方法（乾式生成法と名付ける）を採用している．

我々が湿式法を選んだ理由は， 

a. 二次粒子径がナノスケールの粒子の実験が必要， 

b. サイズや形態の影響を知るためには，特定のサイズや分散状態の試験試料を作ることが必要， 

c. 吸入暴露試験の結果と気管内投与試験との関連づけが必要と考えたからである． 
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 これらの目的は乾式法では達成できない． 

 Pauluhn (2010a,b) やMa-Hock et al. (2009) によりCNTの 13週吸入暴露試験結果が発表されてい

るが，それらでは乾式生成法が用いられている．研究報告を見るとエアロゾルは大きな塊をなし

ている．これでは，ナノスケールの粒子はどういう影響を与えるかという問に対する答えになら

ないと我々は考えている．我々の研究結果はナノスケールの CNTs の生体影響についての回答を

確実に提供するものである．後節において，NEDO プロジェクトと Pauluhn，Ma-Hock らの試験試

料の性質の相違点を比較する． 

 

2.3 試験試料のサイズと形態 

 本 NEDO プロジェクトの有害性試験で用いられた試験試料のサイズや形態についての例をここ

に示す．試料調製法の詳細については「ナノ材料有害性試験のための試料調製方法と計測方法」

を，有害性試験の結果については，3 物質群それぞれの評価書を参考にして頂きたい． 

2.3.1 TiO2について 

 表 2-1 には，公刊された代表的研究報告での，TiO2ナノ材料の有害性試験に用いられた試験試

料のサイズと比表面積の値を示した．ここに挙げた研究のすべての検体について一次粒子サイズ

は原論文に記載されていたが，二次粒子についての情報は少ない．しかも，注意しなければなら

ないのは，一次粒子サイズ（平均値）が 100 nm 以下の試験試料も意外と少ない上に，殆どの試験

試料の二次粒子のサイズは数百 nm から 1μm を超えていることである．世界的に見て，二次粒子

（平均）もまた 100 nm 以下の試験試料を用いた研究は，本 NEDO プロジェクトしかない． 

 図 2-1 に本プロジェクトで気管内投与試験に用いられた試験試料の電顕写真と溶液中二次粒子

の粒径分布を示す．BET 比表面積から推定される一次粒子径は，UF，SF，F がそれぞれ 4.9，23.4，

154.2 nm，UF-1～UF-3 までは 4.9 nm である．二次粒子径は表 2-1 にあるとおり，18～299 nm（個

数基準の算術平均値）である．分散剤として DSP(disodium phosphate)を用いた． 

  



13 
 

表 2-1 有害性試験試料の粒子サイズ(TiO2） 

 著者  
   

試料製造社
など  

 比表面積
（m

2
/g） 粒径(nm)  

報告値  一次粒子 二次粒子 

＜吸入暴露試験＞  

Oberdörster (1994)  
NA  NA  20  710  
NA  NA  250  780  

Heinrich (1995)  E. Degussa 
48  10-40  800  
NA  25  NA  

Bermudez (2004)  E. Degussa NA  21  1440  
Grassian (2007)  NanoAmor 219  5  120-128  

＜気管内投与試験＞  

Oberdörster (1992)  
NA  NA  20  NA  
NA  NA  250  NA  

Renwick (2004）  
E. Degussa 50  29  NA  

Tioxide  7  250  NA  

Sager (2008)  E. Degussa NA  21  204  

Warheit (2006)   
DuPont  6  300  NA  

Nano-rod* 27  20×233 NA  
Nano-dot 169  6  NA  

Warheit (2007)  
DuPont  

6  300  2667  
18  140  2144  
36  140  2891  

E. Degussa 53 25 2692  

NEDO 
(Kobayashi,2009)    
   

I 社  

316  5  19  
66  23  28  
10  154  176  
316  5  18  
316  5  66  
316  5  299  

* 棒として計算， NA は計算値がないことを示す 

 

 
図 2-1 一次粒径が異なる 3 種類のナノ TiO2粒子（UF，SF，F）を用いた試験（試験 1）と，一次粒径が同じで凝

集状態（二次粒径）が異なる 3 種類のナノ TiO2粒子（UF1，UF2，UF3）を用いた試験（試験 2）における，TiO2

粒子の動的光散乱（DLS）による液中の粒径分布と透過型電子顕微鏡（TEM）による画像． 
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2.3.2 フラーレンについて 

 試験試料中のフラーレン粒子のサイズは表 2-2 に示すとおりである． 

 

表 2-2 フラーレン粒子の粒子径 －幾何平均値（GM）と幾何標準偏差（GSD）－ 

   個数基準 質量基準 表面積基準 

溶液中懸濁態粒子

（0.1％Tween80）

低濃度 
GM(nm) 23 35 30 

GSD 1.5 1.5 1.5 

高濃度 
GM(nm) 18 29 24 

GSD 1.5 1.5 1.5 

エアロゾル  
GM(nm) 96 410 250 

GSD 2.0 2.0 2.0 

  

 溶液中懸濁態粒子の粒径は動的光散乱法（DLS）で，気中粒子径は微分型移動度分析器（DMA）

で測定した．気管内投与試験には上記の懸濁態液が使われた．また，吸入暴露試験用のエアロゾ

ルもこの懸濁態液から作られた． 

 

 

     図 2-2 液中ﾌﾗｰﾚﾝ(Tween 80, 0.01wt%)     図 2-3 液中ﾌﾗｰﾚﾝ(Tween 80, 0.01wt%) 
     の粒径分布（個数分布）           の粒径分布（質量分布） 

         個数平均粒径＝23nm            質量平均粒径＝33nm 

 

2.3.3 CNTs について 

<液中分散 MWCNT> 

 MWCNT(N)*（BET 比表面積 69 m2/g）の TritonX 0.05 % 懸濁液を調製し，気管内投与の試験試

料に用いた．同時に，吸入暴露試験用エアロゾル生成のための原料にも用いた． 

 *MWCNT(N)は N 社製の MWCNT． 

 懸濁液中粒子は，下の右写真のような分散状態であった．TEM で計測したチューブ径の幾何平

均値（GM）は 48 nm，幾何標準偏差（GSD）は 1.1，チューブ長さは下の左図の如くで，これも

TEM による n=1005 の計測で，GM は 0.94 μm，GSD は 2.3 であった． 

0.01 0.1

粒径, Dp [μm]

N: 粒子数

粒径(μm)
遠藤、内田(2008)遠藤、内田(2008)

相
対
粒
子
数
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        図 2-4 MWCNT(N)の試験試料の長さ分布    図 2-5 懸濁液中の MWCNT(N)粒子の 
            （TEM での計測）                   TEM 写真 

 

＜吸入暴露試験用の MWCNT エアロゾル粒子＞ 

暴露チャンバー内の MWCNT(N)エアロゾル粒子を捕集し，SEM 観察した結果，CNT が単独で

エアロゾル化したもの，束状になっているもの，および絡まり合って凝集形状を有しているもの

の 3 種類に大別でき，これらの個数割合はそれぞれ 72 %，18 %，10 %であった．単独状のエアロ

ゾル粒子の長さと太さの分布の計測結果を，図 2-6 に示す．長さの GM は 1.1 μm，GSD は 2.7 で

あった．また，太さの GM は 0.063 μm，GSD は 1.5 であった．分散剤は 0.5 mg/mL Triton X-100. 

 

 

 図 2-6 単独状の MWCNT（N）エアロゾル粒子の長さと径の分布 

 

2.3.4 Baytube や Nanocyl 7000 との比較 

 Pauluhn (2010a,b)と Ma-Hock et al. (2009)で用いられている試験試料エアロゾルと NEDO プロジ

ェクトの MWCNT(N)のそれとを比較した．NEDO プロジェクトの気中濃度 0.37 mg/m3 に近い濃

度を選んで比較した． 

 NEDO プロジェクトと Pauluhn が報告する Baytube や Ma-Hock らの報告する Nanocyl 7000 との

大きな違いは，前者ではかなりの部分が孤立分散状態のエアロゾルであるのに対し，Baytube では

遠藤、内田(2008)

5 m
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径が 3μm 程度の巣（鞠）のような姿であり，Nanocyl でははっきりしないが，からまったままの

ような形で存在しているように写真から伺える． 

 その物理的な数値を表 2-3 にまとめた．これらの値から，空気力学的重量中位径（MMAD）の

値は Baytube が 3.0 μm，NEDO の MWCNT(N)が 1.25 μm,  Nanocyl 7000 の MMAD が 0.9～1.5μm

となっている． MWCNT(N)と Nanocyl 7000 のエアロゾルの形は全く異なるのに，MAAD があま

り違わない値になっていることから MMAD が粒子の形を示す指標として不十分であることが分

かる．CNT のような物に対しては，その大きさや形を知るには，まだ，電顕以外には有効な方法

がないように見える．その意味では電顕の結果は重要である． 

 

表 2-3 吸入暴露試験での試料粒子サイズの比較 

  MWCNT(N) Baytube Nanocyl 7000 

著者  NEDO Pauluhn (2010a,b) Ma-Hock et al. (2009) 

BET 比表面積 m2/g 69 259 250-300 

原材料 CNT 太さ nm 44 (1.3) a (TEM) 
10-15 (micronized) 
(中央値), (TEM) 

5-15 

原材料 CNT 長さ nm  
200-1000 

(中央値), (TEM) 
100-10,000 

不純物 % 
Ca 0.0176, Al 0.0080, 
Fe 0.0053, Cd 0.0016, 

Li 0.00005 
Co 0.53 

金属酸化物 10 
(Al 9.6) 

吸入暴露試験 
粒子質量濃度 

mg/m3 0.37 0.45 0.5 

CNT エアロゾル

の形状とサイズ nm 

単繊維 72%，束状 18%，

絡まり凝集体 10%： 
単繊維の太さ 

63 (1.5) a (SEM) 
単繊維の長さ 

1100 (2.7) a (SEM) 

絡まり凝集体 
(coiled, tangled 
assemblages)： 

長径の中央値 2000～
3000 (BALF から回収) 

(SEM) 

絡まり凝集体 
(wool-like clumps)： 

数百～数千 
 

MMAD μm 1.25 (2.4) b 
3.05 (1.98) b 

(3 μm 以下 49.8％) 

0.9-1.5 (2.1-4.1) b 

(3 μm 以下 66.2～
90.4％) 

SMPS 個数濃度 個/cm3 
12000 c 

(10-500 nm) 
320 

(11-1083 nm) 
5527 

(11-1083 nm) 
SMPS での CMD 
(移動度径) 

μm 0.057 (2.6) b  0.064 (1.7) b 

OPC 個数濃度 個/cm3   
156 

(240-10,000 nm) 
OPC での CMD 
(光散乱径) 

μm   0.58 

肺沈着率  
15 % 

(実測と kinetics 解析) 
5.7 % 

(MPPD2 による計算) 
 

a 幾何平均 (幾何標準偏差) 
b 中位径 (幾何標準偏差) 
c 分散剤のみの粒子も含む 
CMD：個数中位径 
MMAD：空気力学的重量中位径 
SMPS：走査型移動度粒径測定器 
OPC：光散乱式粒子計数器 
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3. 有害性試験の方法 

3.1 吸入暴露試験と気管内投与試験 

3.1.1 暴露経路 

 ラットを用いて，吸入系暴露による有害影響を集中的に試験し，その結果を有害性評価に用い

た．二酸化チタンについては，経皮吸収経路による影響も調べたが，作業環境における許容暴露

濃度を算出するためには使わなかった．また，フラーレンについては，コイに対する影響を調べ

たが，それも評価には使わなかった．また，相当数の物質について in vitro 試験もおこなったが，

この報告書にはそれらの結果は含まれていない． 

 吸入系暴露による影響を調べるために吸入暴露試験の他に，相当数の気管内投与試験を行った．

吸入系暴露の影響についての情報を得るために，気管内投与試験を活用したことは本研究の一つ

の特徴である． 

3.1.2 吸入系試験の実施年表 

 ＜5 種の「代表試験試料」＞ 

 4 種のナノ材料（フラーレン，SWCNT(A)，SWCNT(N)，MWCNT(N)）と陽性対照の NiO を 5

種の「代表試験試料」として選び，吸入暴露試験，肺保持量の測定，気管内投与試験，遺伝子発

現解析を行った．気管内投与試験は基本的に単回投与（例外的に複数回投与を行ったものがある）

であるが，投与後長期の観察を行った．この報告書を書く時点で長期試験は終了していないもの

が大半であり，また，そもそも長期観察が実施されていないものもある．生体影響のみならず，

肺内保持量もできる限り計測した． 

 できるだけ単分散に近い状態でのナノ粒

子の吸入暴露試験を企図したため，再凝集を

防ぐための手立てが難しく，13 週連続吸入暴

露試験は無理と判断し，4 週吸入暴露試験を

行った．また，5 年間で 5 種の「代表試験試

料」の吸入暴露試験を行うためにも，4 週吸

入暴露試験が限度であった．その代わり，平

行して気管内投与試験を行い，その観察期間

を長くして，粒子が長期に肺に残留すること

による種々の影響を観察し，長期吸入暴露試

験に相当する影響を推察した．図 3-1 に 5 年間の吸入暴露試験と気管内投与試験の実施状況を示

した． 

 気管内投与試験は，本研究の中では上に述べたことを含め，以下の 4 目的で実施した． 

図 3-1 代表試験試料の試験実施状況（年表） 

材料名

NiO

C60

MWCNT(N)

SWCNT(A)

SWCNT(A)

SWCNT(N)
(長繊維)

年2006 07 08 09 10 11 12

（長繊維）

非代表材料の気管内投与

MWCNT(M) （6ヶ月），SWCNT(C)（3ヶ月），DWCNT(T) （3ヶ月），
MWCNT(S) （3ヶ月），SWCNT(Mj) （1ヶ月），SWCNT(N) （1ヶ月）

吸入暴露試験
気管内投与試験

（複数回）
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a. （既述）吸入暴露試験は比較的短期で行い，気管内投与試験で長期飼育し観察することで，

長期吸入暴露による影響を一定程度推定する． 

b. 4 週暴露試験結果を，13 週暴露試験結果に換算するために，肺保持量を考慮した気管内投与

試験を用いた．（4.1 参照） 

c. 吸入暴露による影響を推定するための，より簡単な試験法として，二軸アプローチの縦軸の

尺度として用いる．二軸アプローチについては後述．（4.2 参照） 

d. 少量の試料しか得られない，または，エアロゾルにできないなどの理由で，吸入暴露試験で

は難しい形態のナノ粒子の試験を実施し影響を調べる． 

 この目的と意味については，後章にて補足説明をする． 

 ＜その他のナノ材料についての試験＞ 

 「代表試験試料」以外のナノ材料についても，適宜気管内投与試験を行って投与後 3 日から最

長 6 ヶ月までの観察を行った． 

3.1.3 in vivo 試験の試験系と試験項目 

 （1）試験動物と試験期間 

 代表試験試料について 8～10 週齢の雄性ラット（Wistar または SD）を用いて，全身暴露で 4 週

吸入暴露し，その後，3 日，1 ヶ月，3 ヶ月に各群の 5 匹を解剖して気管支肺胞洗浄液（Bronchoalveolar 

Lavage Fluid: BALF）を採取した． BALF の分析，組織の病理診断を行った．別途，同じ条件で

吸入暴露した雄性ラット（各群 5 匹）について，遺伝子発現解析，生化学的検査，ナノ材料分析，

光学顕微鏡や電子顕微鏡による観察を行った． 

 代表試験試料の単回投与で気管内投与試験を行った．投与後，3 日，1 週間，1 ヶ月，3 ヶ月，6

ヶ月，1 年，2 年に，各群の 5 匹を解剖し，BALF を採取した．肺内に試験試料が長期残留すると

すれば，投与後 2 年の試験動物の観察で，長期吸入暴露試験に相当する影響を知ることができる

と考えて，ラットの平均寿命に近い 2 年までの飼育・観察を行った．代表試験試料以外のナノ材

料の気管内投与試験では，投与後の観察期間を適宜短縮した．場合によっては，投与後 24 時間の

群についても同様の試験を行ったが，artifact な影響が大きすぎるとの判断に至っている．  

 （2）試験項目 

 気管支を含む肺の重量測定，肺から採取された BALF の検査および気管（咽喉頭を含む），肺

葉，肝臓，腎臓，脾臓，大脳の肉眼的検査および病理組織学的検査を行った． 

 BALF 細胞画分について，総細胞，好中球，マクロファージ，リンパ球および好酸球の数をそ

れぞれ計測した．上清液を対象にして，総タンパク，乳酸脱水素酵素 (LDH) ，インターロイキ

ン（IL-1α，IL-1β，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，IL-12），顆粒球単球コロニー刺激因子（GM-CSF），

インターフェロン（IFN）-γ，腫瘍壊死因子（TNF）-αなどを計測した． 
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 全例の気管，肺，肝臓，腎臓，脾臓，および大脳を 10 vol%中性リン酸緩衝ホルマリン液で固定

後，保存し，パラフィンブロックから薄切切片を作製した．作製した薄切切片にヘマトキシリン・

エオシン染色を施し，光学顕微鏡で観察し，病理診断を行った． 

 NEDO プロジェクトの病理組織学的検査は，二つの方法で行われた．産業医大ではポイントカ

ウンティング法を用い，炎症と線維化をスコア化して半定量的な診断を行うとともに，従来から

の病理組織学的検査による定性的な診断を実施した．一方，その他の試験機関では従来の病理組

織学的検査を実施した．そこで，第三者による病理ピアレビューを実施して，研究プロジェクト

内での病理診断の標準化を行った．病理診断は，各試験機関で実施した後，ピアレビューセンタ

ーの高橋道人博士（病理ピアレビューセンター長）のチェックを受けた． 

 全試料から選ばれたいくつかの試料について，遺伝毒性試験（変異原性試験），感作性試験，

刺激性試験などを行った． 

 （3）参照すべき物質または positive control 

 本研究の中では，positive control として酸化ニッケル（NiO）またはミクロンサイズの結晶性シ

リカ（Min-U-Sil#5）を用いた．また，森本・田中らがこれまでに行ったいくつかのアスベストと

複数のアスベスト代替物のデータとも比較した．尚，ここで用いた方法では，分散するために分

散剤を用いているので，分散剤のみの場合を negative control とした．分散剤は生体影響のない範

囲で用いた．生体影響はないが，分散剤を用いることでナノ粒子の有害性が緩和されるという報

告もあることから，SWCNT に分散剤 Tween80 を用いた場合，それが肺内で生物界面活性剤のジ

パルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）と置換するかを計算科学で検討した結果，置換する

との結果を得た(Obata and Honda 2011)．他の分散剤については検討しなかった． 

 

3.2 粒子の生体内動態 

3.2.1 沈着率とクリアランス速度 

 粒子の体内動態と生体影響を知るために，粒子の各臓器での保持量の計測を行った．肺保持量

については経時的な変化を追跡した．C60， 

MWCNT については分析法を確立し，結果を出

すことができたが，SWCNT については，この

プロジェクト期間内では分析方法を確立する

には至らなかった． 

 NEDO プロジェクト（P06041）で実施された

ナノスケールの C60粒子のラットの体内動態に

関する詳細な説明は Shinohara et al.（2010）と

「ナノ材料リスク評価書－フラーレン（C60）－」

図 3-2 2 段階クリアランスモデルにおいて 
想定したメカニズム 

濃度 C，呼吸量 V，沈着率 f

初期保持量 A0

初期保持量 I0

コンパートメント1
(保持量 A)

コンパートメント2
(保持量 I)

排出1
(速いクリアランス)

排出2
(遅いクリアランス)

k1

k12

k2
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にゆずるが，C60（粒径の幾何平均値は約 30nm）粒子の肺組織（気管を含む）への沈着とクリア

ランスの過程は図 3-2 に示すような 2 段階対数減衰モデルで説明できることを示した．  

 肺胞から直接クリアランスされる排出 1（速いクリアランス）はマクロファージによる貪食後

に気管から排出される経路，コンパートメント 2 を経て排出される経路（遅いクリアランス）は，

間質を経てリンパ節から排出される経路や肺胞上皮に接着してクリアランスが遅れる系などを想

定している． 

 

 
図 3-3 肺保持量の実測値とフィッティング曲線 

(左図：気管内投与試験，右図：吸入暴露試験)（篠原，C60評価書 図 IV-5） 

 

 図 3-3 に示す吸入暴露試験（右）と気管内投与試験（左）に示すフィッティング曲線を用いて

得られたクリアランス速度定数は，k1＝0.029 - 0.047（/日），k12＝0.00044 - 0.0034（/日），k2=0 - 

0.0042（/日）であった．これらの数値を，4.1.1 や 4.1.2 の解析に用いた．NEDO プロジェクト（P06041）

では，MWCNT(N)についても，複数の方法で肺保持量の経日変化を調べ，それらを 4.1.1 の解析

に用いた． 

 NEDO プロジェクトで得られた C60，MWCNT(N)についての結果と Bermudez (2004) の TiO2に

ついて得られたクリアランスの速度定数や半減期を表 3-1 に示す．  

 

表 3-1 3 物質群についてのクリアランスデータ（ラット） 

  C60 MWCNT(N) TiO2 

  NEDO NEDO Bermudez 

k1 0.029 - 0.047 0.0001 0.023 

k12 0.0004 - 0.0034 0.02 0.008 

k2 0 - 0.0042 0.02 0.005 

半減期 
26 日 79-85 日 63 日 

気管内投与 吸入暴露データのみから 吸入試験 

吸入沈着率 0.14 0.15 0.083 

粒径 (nm) 30 (液) (DLS) 
チューブ径 

（個数基準幾何平均）63 
(TEM) 

一次粒子 21 

二次粒子 1440 

吸入試験の濃度 0.37 mg/m3 0.5 mg/m3 
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 Burmudez の半減期は原論文に書かれていた値であるが，クリアランスの速度定数は論文に書か

れていたデータを基に我々が計算したものである．半減期もクリアランス速度定数も，計算に用

いた観察区間で変動することに注意が必要である． 

3.2.2 生体内でのナノ材料の姿 

 肺内に入ったナノ粒子がどういう挙動をしているのか，どのようにクリアランスされるのかに

ついては興味のあるところである．クリアランスは，貪食と輸送によって進行すると書かれてお

り，それらの一部は我々の種々の試験でも確かめられているが，ここでは，肺胞内での MWCNT(M)

の経時的変化を光学顕微鏡で捉えた姿があるので一例として示したい． 

 

 

図 3-4  MWCNT(M)* を気管内注入により暴露したラットの肺組織切片の光学顕微鏡写真（H&E 染色） 
Kobayashi et al. (2010)  (*) MWCNT(M)は M 社製の MWCNT 

 

3.3 生体影響の特徴と評価エンドポイント 

 ナノ粒子であるが故の生体影響については，難溶解性低毒性（Poorly Soluble, Low Toxicity: PSLT）

粒子であるが故の影響と，形が繊維状であるがゆえの影響に特に留意し，炎症とがんについて重

点的に考察した．他の影響については，個々の材料の評価書にゆずる． 

 また，個々のナノ材料については，化学的にみて有害性や溶解性が高い不純物触媒の影響も考

えるべきであるが，この検討も個々の材料の問題と考えて，ここでは検討対象にはしない． 

3.3.1 炎症 

 吸入暴露試験では，BALF 中の好中球数なども大きくは変化しない，かつ，インターロイキン

などのバイオマーカーも系統的，持続的変化がない，病理所見で病変の兆候が見られないこと，

暴露終了後の観察期間において炎症の持続的変化がないことをもって「影響なし」とした．BALF

3日後 1週間後

1ヶ月後 6ヶ月後

10 μm 10 μm

10 μm 10 μm
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中細胞数やサイトカインの変化も参考にしつつ，基本的は病理組織学的試験の結果で有害性を判

断した．また，データが得られた場合には，ナノ粒子の体内半減期も参考にした． 

 気管内投与試験では，吸入試験とは異なって一挙に大量の試験試料が投与されるので，一時的

には BALF 中の細胞数などに変化が生ずることを認めた上で，それらが持続的亢進をしないこと，

病理組織学的変化についても 1 ヵ月程度で影響がなくなることを一つの目安にした．この場合に

も，BALF 中細胞数変化よりは病理組織学的試験結果に重きをおいて判定した． 

3.3.2 二酸化チタンの発がん性メカニズム 

 ヒト健康影響に関して，TiO2，カーボンブラック，ディーゼル排出微粒子などの難溶性粒子の

高濃度の暴露により吸引された粒子は長期に体内に残留するため，それらの吸入部位における発

がん性が懸念されている．国際がん研究機関（International Agency for Research on Cancer: IARC）

は TiO2の発がん性について，グループ 3（ヒトに対する発がん性が分類できない）に分類してい

たが，2006 年 6 月に IARC 作業グループは，顔料グレードおよびウルトラファイン TiO2に関す

る吸入および気管内投与による動物実験の結果は，動物における TiO2の発がん性を示す証拠とし

て十分であると結論し，グループ 2B（ヒトに対する発がん性が疑われる）に分類した（IARC 2010）．

このような腫瘍発生は重篤かつ持続的な炎症が引き起こされるような高濃度あるいは高用量の暴

露条件下でのラットの実験でのみ認められている．Borm et al. (2004) は肺がんを引き起こす用量

は，好中球炎症を引き起こす用量の 10 倍であるとまとめている．また，NIOSH (2005) でも，TiO2

暴露による肺腫瘍は高用量暴露下での持続的な炎症と酸化ストレスにより引き起こされるとして

いる．これらは「閾値のある」用量反応関係が妥当であることを示すものである（註：「閾値が

ある」とは，一定用量以下では全く影響がないような反応機構を言い，「閾値がない」はどんな

に用量を減らしても，その用量に応じた影響がある反応機構を言う）．我々の研究では，この知

見と同様な判断をし，高用量暴露による炎症によって腫瘍が発生し，その用量反応関係には閾値

があるとした．また，肺の腫瘍は実験的にはラットでしか認められていないが，ラットでの結果

をヒトへの外挿の基礎にした． 

 NIOSH (2005) では上のような考察をしながら，遺伝毒性試験で陽性反応が見られるものがある

ことをもって，「閾値のない」用量反応関係を仮定して許容値を算出している．しかし，粒子に

よる遺伝毒性発現には， 

a. 肺の炎症を欠いた状態で粒子によって誘発される遺伝子損傷を指す直接的遺伝毒性と， 

b. 粒子により誘発された炎症中に産生された活性酸素種や活性窒素種による酸化的 DNA 侵襲

に起因する遺伝子損傷を指す間接的遺伝毒性があり， 

 TiO2のような難溶解性粒子（PSPs）については，間接的な遺伝毒性による腫瘍発生が示唆され

ている（Knaapen et al. 2004 , Greim and Ziegler-Skylakakis 2007 , Schins and Knaapen 2007, Azad et al. 

2009）ので，時々見られる陽性反応は，ここで述べられている間接的な遺伝毒性と考えるのが妥

当であると判断した．つまり，「閾値のある」発がんメカニズムと矛盾がないと判断した． 



23 
 

 最終的に，TiO2ナノ材料の肺への暴露による影響のうち，「肺の炎症」が最も低濃度で観察さ

れると見なされることから，「肺の炎症」を評価のエンドポイントとした． 

 二酸化チタンの以上のような挙動は，PSPs の典型であり，共通なものと考えている．その意味

では，C60や CNT の場合にも TiO2粒子が有すると同様の炎症から腫瘍へと進むメカニズムが働い

ており，それに，CNT の場合には繊維状だから起きるかもしれない新たな影響が加わるという作

業仮説をたてている．繊維状物質に関する事柄は後の節で述べる． 

3.3.3 発がん性についての取り組み 

 前項に述べたような腫瘍発生メカニズムを考えていることから，基本的は，PSLT 粒子の場合に

は炎症が起きなければ腫瘍もまた発症しないという立場に立っている．しかし，がんは影響の大

きい病気であるからより低い確率で起きることも考慮しなければならないこと，また，NEDO プ

ロジェクトも含めて世界的に行われている吸入暴露試験の暴露期間が亜慢性（sub-chronic）であ

ること，さらには，繊維状物質については吸入系暴露ではないが，中皮腫を引き起こすなどの報

告があることから，特別の注意深い観察と考察が必要である．このことに関連して，NEDO プロ

ジェクトでは 4 通りの手立てを講じた． 

 （1）前がん病変の注意深い観察 

 欧州委員会（EC）は，人工鉱物繊維の発がん性について，「適切な長期吸入試験において，妥

当な病原性または新生細胞変成がみられない場合」には発がん性ありとはしないとしている

（Commission Direcitve 97/69/EC の NoteQ）．こういう観点から，我々は吸入暴露試験後 3 ヶ月，

気管内投与後 3 ヶ月，6 ヶ月，1 年，2 年での病理組織学的診断で前がん病変について，特に注意

深い観察をしている． 

 “肺における前がん病変は肺胞上皮過形成と腺腫である．ただし，肺胞上皮過形成と腺腫の区別

は難しいので注意が必要である．動物を用いた発がん実験で，肺発がん物質を投与すると，悪性

腫瘍として扁平上皮癌や腺癌が誘発される．ただし，肺胞上皮の肥大，線維化，肉芽腫は前がん

病変とは関連がない（名古屋市立大学 白井教授監修）”．  

 6 ヶ月，1 年，2 年後の病理組織学的診断では，炎症が持続的か，線維症につながるような線維

化がおきているか，上記の前がん症状が見られるかについて，特に注意した． 

 その結果，少なくとも本プロジェクトで無影響と判断した暴露量に対応する検体で，何らかの

「前がん症状」または「線維化」が見られたものはなかった． 

   事例１．MWCNT(M)の気管内投与試験の場合 

 MWCNT(M)（太さ約 60 nm，長さの個数中央値 1.5 μm，多くは 10 μm 以下の状態で投与，組織

内でもそれに近い形で存在）を気管内投与．6 ヶ月後の病理組織学的診断の結果， 0.04 mg/kg(rat 

bw) では，ほとんど変化なし，0.2 mg/kg では，マクロファージの集積が見られた．1 mg/kg 群（影

響ありと判定）では 6 ヶ月後の観察において，MWCNT の沈着とマクロファージの集積が見られ，

それらの一部は肉芽腫となっている．しかし，それらの強さは 3 ヶ月より弱くなっている．  
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   事例２．MWCNT(N)の吸入暴露試験の場合 

 MWCNT(N)の 0.37 mg/m3（影響なしと判定）と，SWCNT(A)の 0.13 mg/m3（無影響と判定）の

吸入暴露試験で，肺胞腔内のマクロファージ集簇は一部に認められたが，明らかな肉芽腫

（granuloma）形成というものは見られなかった．リンパ節での CNT 繊維集簇は確かに認められ

たが，それも排泄機構のなかでリンパ節に集積した像と捉えられ，炎症細胞などもなく，炎症

（inflammation）とは判断しなかった．特に問題とすべき所見ではないとの判断をした．Ma-Hock

らが指摘するような focal granulomatous inflammationの定義でいくと微細なマクロファージ集簇も

範疇に入れられてしまうことも考えられ，どこまでで線引きするかは微妙なところである． 

 MWCNT(N)の 0.37mg/m3 の吸入暴露試験で，前腫瘍病変の一つと考えられる肺胞上皮細胞の化

生が，暴露中止 3 ヶ月後に 5 匹中 1 例認められた．産業医大で病理の委員会を開催し，病理ピア

レビューセンター長 高橋道人博士の意見を伺ったところ，この時期にでてくることは化学物質の

影響ではなく，たまたま自然発生的にでてきたのであろうという見解だった．幸い，予備のラッ

トが 4 匹あったので，さらに 12 ヶ月まで飼育し影響を観察した．もし，腫瘍性の変化が化学物質

で起きているのであれば，長期的に観察すると腫瘍を発生する可能性が否定できないという考え

で観察したが，腫瘍も化生も認められなかった． 

 （2）気管内投与後 2 年観察 

 発がん性試験のためにはラットの寿命にほぼ等しい 2年間の吸入暴露試験をすることが望まし

いが，それはできないので，2 年間観察の気管内投与試験を組み合わせることで，粒子が 2 年間

肺に存在した場合の影響を調べた（長期残留性の粒子だからこその試験方法である）．完全に発

がん性試験に代替できるものではないが，大凡の影響を知ることができる． 

   事例３．MWCNT(N)の気管内投与試験：6 ヶ月，1 年，2 年経過したラットの病理組織学的診

断 

 肺組織については，細気管支・肺胞上皮細胞の増生，肺胞内の繊維貪食マクロファージの増加

と炎症細胞浸潤が認められた．注入後 3 日の低用量群（0.67mg/kg：影響なしと判定）では，炎症

細胞浸潤が陰性対照群に比べ程度も増し，好中球，または好酸球の出現が目立った．同タイムポ

イントの高用量群（3.3mg/kg：影響ありと判定）では，これらの所見はさらに著明であった．腫

瘍発生や気腫性変化については全観察期間（24 ヶ月まで）を通じて明らかな変化は見られなかっ

た． 

 ポイントカウンティングによる炎症度評価では，注入後１ヶ月以降で減少傾向を示したが，高

用量注入群（3.3mg/kg）では注入後 12 ヶ月まで対照群に比べ有意な炎症エリアの増加を認めた．

注入後 12 ヶ月の肺組織では，炎症レベルは注入後１ヶ月のスコアを維持していた．ポイントカウ

ンティングによる線維化評価では，全観察期間（24 ヶ月）を通じて肺胞道部，胸膜部ともに陰性

対照群と比べ有意差は認められなかった. 
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 （3）遺伝毒性についての詳細な試験 

 発がん性予測のために，遺伝毒性試験が行われることが多い．NEDO プロジェクトで行った遺

伝毒性試験の結果は，表 3-2 に示す通りである．この詳細を「ナノ材料リスク評価書－カーボン

ナノチューブ（CNT）－」の第 IV 章 2 節に記述した．これらの結果は，CNTs が直接遺伝子損傷

性を有していないという仮説に適合している． 

 

表 3-2 NEDO プロジェクトで実施された遺伝毒性試験のまとめ 

 
in vitro in vivo 

遺伝子突然変異 染色体異常 コメットアッセイ 小核試験 

SWCNT(A) 
突然変異頻度 
増加なし 

異常なし － 小核形成なし 

SWCNT(N) 
突然変異頻度 
増加なし 

異常なし 
%Tail DNA の 

増加なし 
小核形成なし 

MWCNT(N) 
突然変異頻度 
増加なし 

構造的異常なし． 
数的異常あり（弱い）

%Tail DNA の 
増加なし 

小核形成なし 

MWCNT(M) 
突然変異頻度 
増加なし 

構造的異常なし． 
数的異常あり 

－ 小核形成なし 

 

 （4） 時限の許容暴露濃度という考え方 

 本プロジェクトでは吸入暴露試験に加えて気管内投与試験をし，半年または 1 年後，2 年後の

観察をすることで，長期暴露の場合にがんなどが発症する可能性がないかという点に注意して試

験をした．ここで無毒性量（NOAEL）とした濃度では，今のところがんの発症はなかろうという

推定をしている．しかし，この点については，より詳細な検討が必要である．また，現在世界中

でナノ材料の有害性試験が行われていることから，もう少し時間が経過すれば，それらに関する

より確かな試験結果が得られるであろうし，そうであれば，それに倣うのが望ましいと考える．

新規物質の有害性評価では，このような柔軟な取り組みが求められる． 

 作業環境における許容暴露濃度は，多くの場合疫学調査結果に基づいている．しかし，それで

は犠牲者が出てはじめて規制が始まるという流れを変えることができない．事前に有害性を知り，

規制することが望ましい．その観点から，化学物質の動物試験データを基に許容濃度を決めるこ

とが始まっているが，まだ例が少ないことや，現実とのすりあわせという問題が多々あり，我が

国では確たるルールは存在しない．米国でも，それぞれの事情を考慮して決めているようで，

case-by-case の感が強い．REACH では，期間差補正の際の不確実性係数にかなり大きな値を決め

ているが，これはあくまでもガイドラインであり，各国が作業環境許容暴露濃度を決める時にこ

の値を必ず用いるという性質のものではない．ドイツ学術振興会が出している“List of MAK and 

BAT Values 2009” には，「最大許容労働環境濃度（MAK）を決めるための最低限のデータは動物

を用いた 13 週吸入暴露試験から得られた NOAEL と考えられている」として，さらに「動物試験

の 13 週吸入暴露試験から得られた NOAEL を用いる場合には，その 1/2 の値を使うのが普通であ
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る」という記述がある．作業環境という特殊性に加え，吸入暴露による肺への影響が局所影響だ

ということが背景にある．この記述が平均的な考え方だと思えるが，これも完全に守られている

という状況にはない．ドイツの例に倣えば，亜慢性データを基に生涯勤続（30～45 年）の基準値

を提案することも可能となるのだが，むしろ，亜慢性試験であることの限界を踏まえた使い方を

すべきであると考えた．つまり，亜慢性暴露と長期暴露では症状そのものが異なる可能性も加味

し，寿命で規格化した期間を揃え，動物の亜慢性試験期間に近いヒトの暴露期間に適用した．そ

の考えに基づき，10 年程度で見直すことを前提に，30～45 年の 1/2～1/3 の期間の暴露の時限的許

容濃度とし，実行可能性なども考慮して暴露期間 15 年とした． 

 CNT については，繊維状だから発がん性が問題という考え方がある．これについては，CNT 評

価書第 V 章 3 節で述べた． 

4. 動物試験結果からヒト影響への外挿 

4.1 長期の観察期間を設けた気管内投与試験 

 2.2 で述べた通り，分散状態でのナノ粒子エアロゾルを連続的に送ることが難しかったことと，

プロジェクト期間中に 4～5 種のナノ材料について吸入暴露試験を行うことが重要だと判断した

ため，我々の吸入暴露試験の暴露期間は 4 週間として，その後に 3 ヶ月間の観察期間を設けた．

暴露期間の長さだけから言えば，これは亜急性（sub-acute）試験となる．この結果から，亜慢性

試験相当の結果を得るために以下のことを行った． 

 13 週（90 日）吸入暴露を実施した場合のナノ粒子の肺保持量を計算し，気管内投与試験の投与

量がその値より大きくなるように設定して実験を行った．このようにして行った気管内投与試験

で 3 ヶ月か 6 ヶ月後の BALF の検査や組織病理学的診断結果が 4 週吸入暴露試験結果と変わらな

ければ，4 週吸入暴露試験で得られた NOAEL は亜慢性試験で得られた NOAEL と見なせると判断

した．組織内で溶解する物質については，こういう方法は使えないが，ナノ粒子は肺内に長期に

残留するから有害影響を及ぼすと考えられており，そのことを考えればこのような検証方法が可

能である．したがって，NEDO プロジェクトの 4 週間吸入暴露試験は，13 週間の肺保持量を考察

した気管内投与試験を組み合わせることで，少なくとも 13 週暴露の亜慢性試験に相当する結果を

得ることができるとした．この推定過程について，不確実性係数 2 を適用した．不確実性係数一

般については，次項で述べる． 

 さらに，投与後 2 年まで観察することで，2 年間暴露したラットの影響を定性的に知る手がか

りとした． 

4.1.1 亜慢性 NOAEL への拡張 

 （1）C60のケース 
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 NEDO プロジェクト（Morimoto et al. 2010）のフラーレン 0.12 mg/m3 の 4 週間の吸入暴露試験で

は，暴露停止後 3 ヶ月後まで，肺における持続的な炎症や BALF 中の炎症関連マーカーの変動は

見られなかった．少なくともこの濃度では無影響と判断された． 

 別途計測された 4 週吸入暴露後の C60肺保持量は 0.013 mg/lung であり，13 週暴露をした場合の

肺保持量は，別途測定されたクリアランス率を用いて計算すると 0.019 mg/lung となる．他方，気

管内投与試験では肺保持量 0.1～0.7 mg/lung で行われたが，6 ヶ月に亘って肺の変化は見られなか

った．このことから，先に求められた 0.12 mg/m3 は sub-chronic な試験での NOAEL に相当すると

評価した． 

 （2）MWCNT のケース  

 MWCNT(N) の場合の 4 週間の吸入暴露試験で得られた NOAEL 値は 0.37 mg/m3 である

（Morimoto et al. accepted）．クリアランス 0，沈着率 0.1 として計算しても，1 ヶ月後の肺保持量

0.12 mg/rat-bw-kg，3 ヶ月では 0.36 mg/kg である．他方，気管内投与試験での投与量は 0.67 mg/kg

である．肺保持量 0.67 mg/kg の気管内投与で影響がないこと，13 週の吸入暴露試験での肺保持量

が 0.36 mg/kg であることを考えて，この濃度で 13 週吸入暴露が続いても「影響なし」と結論した． 

 以上は，しばしば使われる仮定であるクリアランス0，沈着率0.1とおいたときの推論であるが，

MWCNT(N)の場合には，現実に沈着率とクリアランス速度を測定していて，その値を使うと，13

週暴露後の肺保持量は 0.62 mg/kg となり，前の計算値に近い値になる．個別のデータがない場合

には，沈着率 0.1，クリアランス速度 0 の値を仮定して計算している． 

4.1.2 気管内投与法で NOAEL を求める 

 つぎに，C60の場合だけであるが，気管内投与試験のみから NOAEL を求めることも試みた．こ

のような試みをしたのは，分散状態のナノ粒子では，高濃度での吸入暴露試験が難しいことがあ

るためである．気管内投与では一挙に投与するために影響が出やすいし，気管内投与量を吸入暴

露濃度に換算することが難しいことから，気管内投与試験で NOAEL を推定することは無理と一

般的には考えられている．しかし，安全側推定にはなるが，気管内投与試験でも，ほとんど影響

が出ない量があるとすれば，それを無影響用量（気管内投与）とし，肺保持量を媒介として吸入

暴露濃度に変換することで，NOAEL を出すことができる．これは，NOAEL の安全側推定値であ

るが，大がかりな試験ができない状況の中で，一つでも二つでも推定値がほしいという場合には

活用すべき方法である． 

 C60ナノ粒子の気管内投与試験では，0.7 mg/kg の投与では 3 ヶ月後まで肺における炎症及び

BALF の好中球の上昇は見られなかった．気管内投与法での無影響量である．これまでに得られ

た二段階対数減衰モデルを使って計算すると，13 週間暴露試験でこの肺保持量に達する暴露濃度

は 3.1 mg/m3 となる．つまり，この濃度ならラットの肺に何らの影響も与えないことが分かる．3.1 

mg/m3 の値が，気管内投与法で求められた吸入暴露の場合の NOAEL である． 
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4.2 2 軸アプローチ 

 ナノ材料の有害性について問題になっているのは，その化学特性に起因する影響ではなく，物

理的な，或いは形態的な特性に起因する影響であるから，例えばある TiO2を取りあげて，それが

TiO2の代表であるとすることはそもそも論理矛盾である．また，これまでの知識を動員しても，

ある材料に代表性があるかないかの予測は難しい．また，形態の違いなら，多くの可能性があり，

それらすべてについて詳しい試験をすることは不可能である．そういう問題を解決するために，

NEDO プロジェクトでは 2 軸アプローチという方法を採用した． 

 2軸アプローチの概念図を図 4-1に示し

た．横軸で，代表試験試料について詳し

く調べ，縦軸のやや簡単な試験で多くの

ナノ材料について相対的な値を求めるこ

とで，全体を埋めようという構想である．

横軸は，ラットを用いた in vivo 試験（気

管内投与，吸入暴露試験），体内動態，

遺伝子発現解析を行い，ラットについて

の吸入暴露に関する NOAEL（無毒性量）

を算出する．また，これまでの知見を活

用してヒトへの影響の大きさを外挿する．

このプロジェクトでは作業環境における許容暴露濃度を算出する． 

 他方，縦軸としてはできるだけ簡単な試験をして，材料相互の相対値を知ることで，多種の材

料についての有害影響の値，さらには許容暴露濃度を知る方法である．縦軸のための試験として

当初は in vitro 試験を考えていたが，気管内投与法を用いることになった． 

4.3 ヒトへの外挿の際の metrics 

4.3.1 用量の metrics（尺度） 

 動物試験結果からヒトへの影響を外挿する際の暴露用量の metrics については，質量（重量），

表面積，個数などの選択肢がある． 

 PSLT の場合，粒子の生体影響がその一次粒子のサイズ，ひいては BET 比表面積に影響を受け，

比表面積が大きければ質量当たりの生体影響が大きいという一般的な傾向は見られるが，表面積

負荷に比例するという関係は厳密には立証されていない．そこで，プロジェクトでは比表面積や

個数との関係は別途検討することにして，もし，そういう一般的な傾向があるなら，それを補正

することも考慮して，とりあえず質量で用量を評価した．比表面積や個数などの値は，必ずしも

多くの報告に記載されていないが，質量は必ず記載されていることも，質量を選択した理由の一

つである． 

図 4-1 2 軸アプローチ 
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 用量を計算する時点で粒子のサイズは考慮していないが，気中粒子を吸入する際の沈着率につ

いては粒子サイズの違いを考慮している．但し，この場合に考慮されているのは二次粒子のサイ

ズである． 

 どういう値が等しければ，ラットとヒトとの生体影響が等しいかについてここでは考える．通

常の化学物質の場合は，体重当たりの質量用量が等しければ影響は等しいとするし，それが吸入

系であれば，気体濃度が等しければ影響は等しい，または，肺胞表面積当たりの吸入量が等しけ

れば影響も等しいとする．また，残留性の有機物の場合には，体内負荷量を尺度にすることもあ

る．では，不溶性のナノ粒子の場合には何が適切だろうか？ 

 不溶性で残留すること自体が炎症の原因であるので，肺保持量は一つの尺度になりうる．この

プロジェクトの中でも，ラット内での比較には肺保持量を用いた．4.1 で述べた方法（亜慢性への

拡張や気管内投与法で NOAEL を求める方法）はその原理に基づくものである．しかし，ラット

からヒトへの外挿に対して，肺保持量（正規化された）が同じなら同じ影響があるとすることに

は大きな問題がある．ラットについて起きる様々な生体影響が肺における過負荷に起因するとさ

れていて，過負荷はラットではマウス，ハムスターに比べて起こりやすく，ハムスターでは起こ

りにくい．ラットではマウス，ハムスターに比べて重く，持続的な肺の炎症を引き起こす（ILSI 2000, 

Bermudez et al. 2002）．鉱山労働者でのコホート研究において，非常に高い PSPs の肺負荷がみら

れているが，顕著な好中球性炎症やこれに伴う細胞増殖は認められず，がんの発生率の上昇を示

す確実な証拠は示されていない（ILSI 2000, Hext et al 2005, Baan et al 2006）ことも報告されている．

これらの事を考えれば，ラットからヒトへの外挿のための metrics として，肺保持量（肺胞表面積

で正規化された）を用いること，つまり，肺胞表面積当たりの粒子の許容量がラットとヒトで同

じであると仮定することは，これまで蓄積されてきた知見からかけ離れている． 

 そこで，本プロジェクトでは，動物とヒトとの寿命で正規化した暴露期間を揃えた上で，肺胞

表面積当たりの粒子の沈着速度を metrics とした．つまり，この値が等しければラットとヒトで

同じ生体影響が現れるとした．これは，気体などの場合に，種間外挿の際の metrics として気体中

濃度を用いること，ラットの 2 年がヒトの 70 年に相当するということと概念としては近い．肺に

長く残留することの影響の種間の違いがどう現れるかは今の段階で分からないので，我々はここ

に，種間外挿の際に kinetics に関するデフォルトとして設定されている不確実性係数の 3 を導入し

た．中間報告版では，この段階での不確実性係数は見込んでいなかった． 

 これまで，MWCNT について作業環境許容暴露濃度を出しているのは，Pauluhn (2010ab) と

Ma-Hock et al.(2009) の結果に基づいた Luizi (2009a)，二つのデータを再解析した NIOSH (2010) で

ある．NIOSH (2010) では，種間外挿の metrics として肺保持量を用いているが，Ma-Hock は濃度

そのものを使い，不確実性係数をつけている．Pauluhn は肺胞マクロファージ量で正規化した肺保

持量を用いている．それぞれの metrics を用いた際，どのように数値が変化するかを表 4-1 にまと

めた．NOAELRはラットに対する NOAEL，NOAELHは，ヒトに対する値である． 
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表 4-1 許容暴露濃度を求める際の不確実性係数 

 試験材料 
実験値 
(mg/m3)

UF 
NOAELR 

(mg/m3) 
UF 

NOAELH 

(mg/m3) 

NEDO MWCNT(N) 0.37 2 0.185 3 (種間 TK) 0.08 

Pauluhn Baytube 0.1 1 0.1 2 (種間 TK) 0.05 

Luizi Nanocyl7000 0.1 2 0.05 20*1 (種間 2×2，予防 5) 0.0025 

NIOSH の

再解析 

Pauluhn Baytube － 1 0.053 1 
0.00038- 
0.0019 

Ma-Hock Nanocyl7000 － 1 0.024 1 
0.00019- 

0.001 
*1 personal communication (via Kishimoto A.) 

 

不確実性係数については次項で述べる．尚，TiO2と C60についても同様の考えで進めた． 

4.3.2 不確実性係数 

 （1）期間の補正 

 NEDO プロジェクトで行われた吸入暴露試験が 4 週暴露であることは既に述べた．それは，13

週暴露に相当する肺保持量を保証した気管内投与試験を付随させたものであるが，吸入試験だけ

をとりだせば 4 週の亜急性試験と言える．これを，sub-chronic NOAEL とするプロセスについては

不確実性係数の 2をつけた（但し，フラーレンの場合には他の要因もあり不確実性係数を 3とし）．

CNTs と C60について，この考えを適用した．TiO2の場合には，吸入試験そのものが sub-chronic

であるので，期間補正のための不確実性係数はつけていない．参考のために，期間の延長のため

に用いられる不確実性係数（アセスメントファクター）の例を表 4-2 に示す． 

 

表 4-2 暴露期間補正のためのアセスメントファクターのデフォルト値 

 全身影響 局所影響（呼吸系） 

REACH ECETOC REACH ECETOC 

Subacute to subchronic 3 3 3 1 

Subchronic to chronic 2 2 2 1 

REACH：化学物質の登録，評価，認可，制限に関する規則 (EC)，ECETOC：欧州環境毒性情報センター 

 

 （2）種間外挿に伴う不確実性係数 

 種間外挿起因の不確実性係数は NEDO が 3，Pauluhn が 2，Nanocyl が 4 となっている．NIOSH 

(2010) では不確実性係数は 1である．因みにREACHではこういうケースの不確実性係数として，

種差起因 2.5 としている（Aschberger et al. 2010 及び Luizi 2009b）．Nanocyl は予防のためとして 5

の不確実性係数を加え最終的に 20 としているが，この予防のための 5 は BASF が企業としての姿

勢を示す意味でつけ加えたものであろう． 

 （3）その他の不確実性係数 

 動物試験結果からヒトへの影響を外挿する場合には，一般的に次の 4 項目の不確実性係数の積

が用いられる．種差による TK（トキシコキネティクス，生体内における代謝）と TD（トキシコ
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ダイナミックス，感受性）, ヒトの集団内での個人差による TK と TD である．そして，デフォ

ルト値として，WHO は前者 2 項目の積として 10，後者 2 項目の積として 10，合計 100 を提示し

ている．本プロジェクトでは，種差の TK に対して 3，TD に対して 1 とし，前小項に書いた通り，

合わせて 3 とした．また，個人差の 2 項目の積も 1 とした．我が国では，作業環境における許容

値を決める際には，個人差の TK と TD の積は 1 としており（現実には 1 以下），それと同じにな

った（中央環境審議会 2000）． 

5. 作業環境における許容暴露濃度（PL） 

5.1 許容暴露濃度（PL）の提案 

 以上のような手順で求めた作業環境における許容暴露濃度（PL）をまとめて表 5-1 に示す．こ

こで求めた値は，試験された代表的な材料についての値であり，その化学物質総体に対する値で

はない．しかし，表 5-1 に表示した値が同じ物質群の中でどういう位置にあるかは，表 5-2 と表

5-3 に示した相対値から知ることができる． 

 

表 5-1 作業環境における許容暴露濃度（PL） 

 許容暴露濃度（PL）mg/m3 メーカー（型番） 粒径 

TiO2 0.61 Evonik Degussa P25 一次粒径 21 nm, 
エアロゾル 1440 nm 

C60 0.39 F 社 96 nm 

MWCNT 0.08 N 社 チューブ径 44 nm, 
MMAD 1.25 μm 

SWCNT 0.03 A 社 チューブ径 2.8 nm 
CNT 共通として 0.03  

 

5.2 多様な材料の比較－2 軸アプローチの結果－ 

 SWCNT と二層カーボンナノチューブ（DWCNT）を用いた気管内投与試験の結果から，1 mg/kg

体重の用量で気管内投与した時の，投与後 1 ヶ月時点における BALF 好中球数の増加率と，

SWCNT(A)を基準にした場合の増加率の相対値を表 5-2 に示した．CNT に関しては，肺の病理組

織学的な変化のみを調査している研究が多く，BALF 好中球数の増加率を比較できる研究は，

NEDO プロジェクトによるものだけであった．因みに，ここで基準となっている SWCNT(A)は，

NOAEL の判断の根拠となる吸入暴露試験で用いたのと同じ試料である． 

 つぎに，同様の手順で求めた MWCNT についての結果を表 5-3 に示した．MWCNT の場合には，

質量当たりの感度が低いので，検出感度が低く，MWCNT の中での比較は難しかった．以上の結

果から，CNT のラットに対する影響の全体像を掴むことができる．SWCNT では，質量当たりの

生体影響（炎症活性）が大きく，MWCNT はそれに比べて小さい．DWCNT はその中間にあるこ

とが分かる． 
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表 5-2  SWCNT・DWCNT ラット気管内投与による BALF 好中球数の増加率の比較 

研究 種類 製法 
比表面積

[m2/g] 
液中粒径 

 (幅×長さ) 動物種 増加率[%]a 増加率の比[-]b

Kobayashi et al. 
(accepted) 

NEDO プロ 
#NN-05 

SWCNT (A) CVD  1064 8.2×230nm
雄 
SD 

ラット 
269 1 

NEDO プロ 
#NN-10 
#NN-11 
#NN-12 

SWCNT (C) HiPco 1000 分散
雄 
SD 

ラット 

120 0.45 
DWCNT (T1) CVD 440 分散 58 0.22 

DWCNT (T2) 
CVD 

(表面修飾あり) 
310 分散 39 0.14 

NEDO プロ 
#NN-14 SWCNT (N) CVD 878 43.6×690nm

雄
Wistar 
ラット

解析中 解析中 

a： 
CNT 投与群 BALF 好中球数*－陰性対照群 BALF 好中球数

× 100 (%) 
陽性対照群 BALF 好中球数**－陰性対照群 BALF 好中球数

b： 
各 CNT 投与群の BALF 好中球数の増加率
CNT (A)投与群の BALF 好中球数の増加率

*1 mg/kg の CNT 気管内投与後 1 ヶ月の BALF 好中球数  
**5 mg/kg の Min-U-Sil5（結晶シリカ）投与後 1 ヶ月の BALF 好中球数 

 

表 5-3  MWCNT ラット気管内投与による BALF 好中球数の増加率の比較 

研究 製造元 製法
比表面積

[m2/g] 
液中粒径 

 (径×長さ）
動物種 増加率[%]a 

Morimoto et al. 
(accepted) 

NEDO プロ 
N 社 CVD 77 

48 nm
 × 

1–10 μm

雄
Wistar
ラット

－ 

Kobayashi et al. 
(2010) 

NEDO プロ 
M 社 CVD 37 

60 nm
× 

1–20 μm

雄
SD 

ラット
6 

NEDO プロ S 社 CVD 13  
雄
SD 

ラット
5 

 

a： 
CNT 投与群 BALF 好中球数*－陰性対照群 BALF 好中球数

×100 (%) 
陽性対照群 BALF 好中球数**－陰性対照群 BALF 好中球数

*1 mg/kg の CNT 気管内投与後 1 ヶ月の BALF 好中球数 
**5 mg/kg の Min-U-Sil5 投与後 1 ヶ月の BALF 好中球数 

 

 米国 EPA は TSCA に基づいて，CNT については製品毎に上市前の 13 週吸入暴露試験を課して

いる．これは，当座の措置としてやむを得ないと考えるが，費用も時間もかかり，かつ，その結

果はたまたまある一つの条件下での一つの結果にすぎないことを考えると，得られるものに対し

て負荷が重すぎるし，新規物質の開発を遅らせてしまうという結果をもたらす．こういう状況に

対して，事業者側からは，CNT の代表材料を一つか二つ選んで，その試験を実施するようにする

ことで十分だという主張が出されている．しかし，SWCNT の中にも相当性質の異なる材料があ

るので，現段階で代表材料を選び出し，試験をすればいいとする主張にも無理がある．そのこと

からすれば，代表的な材料について吸入暴露試験を行い，その他については気管内投与試験を行

って，相対的な位置を確かめつつ管理を行うという我々の 2 軸アプローチの戦略は，経済的で安

全度の高く，現実的な枠組である．同じ SWCNT であっても，相当な性質の開きが見られるので，

材料毎に何らかの試験が必要である．その試験として当面は気管内投与試験が適切であると考え

る．in vitro 試験がこれに代替される日がくれば，より簡便に試験ができることになる． 
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 我々が問題にしているのは，化学特性ではなくて，ナノスケールというサイズや，ナノ材料特

有の形態による生体影響の違いであるから，材料の本来持っている性質と試験状態でのその材料

の性質とが異なることは十分考えられる．その違いを試験するためにも 2 軸アプローチは有効で

ある． 

 

5.3 二軸アプローチから分かること 

5.3.1 TiO2 の二軸アプローチの結果から言えること 

 表 5-1 にある通り，我々は TiO2の作業環境における許容暴露濃度（PL）として 0.61 mg/m3 を提

案した．この値は Evonik DegussaP25 を対象にしたものであるが，二軸アプローチで検討した結果，

他のナノ粒子 TiO2の炎症活性は，いずれもこの値より低く，この NOAEL の値が他のナノ粒子 TiO2

にも適用できることが分かった．勿論，非常に特殊な加工をしている場合などは，独自の試験（少

なくとも気管内投与試験）が必要だが，一般的にはこの値が通用するであろう．因みに，NIOSH 

(2011) は 0.30 mg/m3 を提案している． 

5.3.2 CNT の二軸アプローチの結果から言えること－比表面積と生体影響の大きさ 

 つぎに，CNT の二軸アプロ

ーチによる解析結果と BET 比

表面積との関係を図 5-1 に示

した．縦軸が BALF 好中球増

加率，横軸が BET 比表面積で

ある．MWCNT，DWCNT，

SWCNT のいずれにおいても，

BALF 好中球増加率で評価さ

れた炎症活性の大きさは BET

比表面積が大きければ大きい

という関係があり，しかも，多

層か二層か単層かの区別なく，

共通の一つの関係式が成立す

る． 

 この関係は，材料の bulk 状

態での比表面積，つまり CNT

のチューブ径が気管内投与試

験での炎症反応を大きく支配

していることを示している．二酸化チタンでも，生体活性が比表面積に比例するということが言

図 5-1 CNT の比表面積と炎症活性（BALF 好中球増加率） 
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×100 (%)
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われているし，そういう仮定の下でデータ処理が行われているが，現実にはこのように広範囲で

明瞭な関係は見つかっていない．CNT ではっきりと生体活性と BET 比表面積との関係が示された．

この研究プロジェクトの中では試験できなかったが，カーボンナノファイバー（CNF）やカップ

スタック型ナノカーボンも含めて，この関係が成り立つ可能性が高い． 

 図 5-1 は，気管内投与についての結果であるが，吸入暴露試験ではどうなるかを，MWCNT の

吸入暴露試験の結果で検討した． 

 MWCNT の吸入暴露試験で得られたラットについての NOAEL は，NEDO プロジェクトの

MWCNT(N)では 0.185 mg/m3（期間補正 UF=2 を含む），Baytube では 0.1 mg/m3，NC7000 では 0.05 

mg/m3（LOAEL からの変換の UF=2 を含む）となっている．これら NOAEL の違いが，何に起因

しているかについて検討する．生体影響のエンドポイントの違いはあるが，ここではまず，チュ

ーブ径の違いに注目したい．表 5-4 には，CNT の一次粒子のチューブ径と二次粒子のチューブ径

を示した．一次粒子のチューブ径は，原料のナノチューブの径で電顕で測定された値であるが，

二次粒子のチューブ径は，吸入暴露試験の暴露チャンバー内エアロゾルの，カスケードインパク

ターで計測された空気力学的重量中位径（MMAD）である． 

 

表 5-4  MWCNT のチューブ径とラット吸入暴露試験で得られた NOAEL 

 MWCNT(N) Baytube Nanocyl 

一次粒子チューブ径（nm） 44(1.3) 10-15 5-15 
エアロゾル（二次粒子）の MMAD（μm） 1.25 3.05 0.9-1.5 
BET 比表面積（m2/g） 69 217 250-300 
NOAEL（mg/m3） 0.185 0.10 0.05 
NOAEL×BET 13.1 21.7 12.5－15 

 

 二次粒径の大きさは沈着率に影響するが，この MMAD の値の範囲であれば，MPPD モデルの

結果ではそれほど大きな違いはないので，この違いが大きく影響することはないであろう．他方，

MWCNT の一次粒子のチューブ径は大きく異なっており，この値の違いが生体影響の大きさの違

いに効いている可能性が高い．一次粒子のチューブ径は，BET 比表面積が大きければ小さくなる

（図 1-3 参照）．この表に示した一次粒子のチューブ径は電顕で測定された値であるが，「考え

方」に示した計算式の結果とよく符合している．ここで，BET 比表面積と生体活性は比例すると

仮定して，NOAEL（生体活性の逆数）と BET 比表面積の積の値を計算してみたのが，表 5-4 の最

後の行である．ほぼ一定の値になっている．つまり，仮定がほぼ正しかったことが分かる． 

 一次粒子のチューブ径の大きさは，BET 比表面積に反比例するので，真に比表面積に関係して

いるかどうかは別として，生体活性は数値としての BET 比表面積と関係していると考えてもいい

のではないか．つまり，この三者の値の違いは材料のチューブ径に依存していて，本質的な違い

は小さいと推察できる．また，この範囲内では，二次粒子径の違いはあまり強くは効いていない

とも言える． 
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 ここまでの比較は，吸入暴露試験で得られた値そのものではなく，それに不確実性係数で処理

した値を比較した．もう一つ前に戻って，動物試験結果の値ではどうなっていたかをみてみたい．

「評価書 CNT」第 IV 章表 IV.2 には，吸入暴露試験の用量が示されているが，それぞれが NOAEL

としている試験の暴露濃度の欄を見ると，NC7000 では，気中濃度 0.1 mg/m3 がそれに近いが，そ

の表面積用量は 0.03 m2/m3 である．Bayer の場合には，気中濃度 0.1 mg/m3 で表面積用量は 0.026 

m2/m3，MWCNT(N)では気中濃度 0.37 mg/m3 であるが，その表面積用量は 0.026 m2/m3 である．驚

くほど一致している．つまり，表面積用量が同じなら，同じ結果になっている． 

 表 5-4 と「評価書 CNT」第 IV 章表 IV.2 では，吸入暴露試験における影響が，材料の BET 表面

積負荷が等しければ等しいことが示された．CNT による炎症の大きさは，触媒や極端な表面加工

などの影響を取り除けば，BET 表面積用量で決まるのではなかろうか．この関係は，さらなる研

究で確かめる必要がある．このことが広く認められるのであれば，世界中で行われている吸入暴

露試験の費用，時間を省くことができる．また，管理を効率的に進めることができる． 

この研究の中で，生体影響がナノ材料の BET 比表面積に大きく影響されること，多層か単層か

という区別は意味がないことが分かった．我々は表 5-1 に書いたように，作業環境における許容

暴露濃度として，MWCNT に対し 0.08 mg/m3 としたが，これはチューブ径 44 nm の MWCNT か

ら得られた値である．今は，より細い MWCNT が生産されていることを考えると，この値を

MWCNT 共通の値として用いることには問題がある，むしろ SWCNT に対し 0.03 mg/m3 を提案し

た．現実に生産されているものの中では最も比表面積が大きいと思われる SWCNT(A)を基準に出

された許容暴露濃度（PL）の 0.03 mg/m3 を CNT 共通の値として提案したい．  

ここで得られた関係が非常に信頼性が高いとすれば，有害性評価やリスク管理が大幅に簡素化

できる．より広い範囲での試験で，この関係の検証が行われることを希望したい． 

 

5.4 繊維仮説と CNT 

 CNTはナノ材料の中でも特に有害性が高いのではないかという危惧が広く世間に広まっている．

その根拠になっているのは，a. 形態と性質がアスベストに似ている，b. （繊維仮説）長さが 20 μm

以上，径が 3 μm 以下で生体残留性があるから繊維は有害である，c. 形態上の問題でマクロファ

ージが貪食できないというものである． 

 これに対し，NEDO プロジェクトでは三側面から検討した． 

 一つは，長い線維状の CNT は短い繊維状の CNT より有害性が強いかの検討，第二は，現実の

環境でどの程度の長さの CNT が検出されるかの計測，第三は，発がん性予測の立場から，遺伝毒

性試験の実施である． 
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5.4.1 分散された長繊維の試験 

 Poland et al. (2008)や Takagi et al. (2008)の研究はいずれも腹腔内投与という現実にはあり得ない

暴露経路のものであるので，吸入系暴露経路で，しかも，現実に起こりうる程度の暴露量で同じ

ような症状が現れるかの検討が必要である．しかし，長い繊維状態での CNT の吸入暴露試験は技

術的に難しいので，これまでに行われた殆どの吸入系試験では，その繊維の長さは比較的短い．

そこで，われわれは，気管内投与試験がぎりぎり可能である程度の長繊維の分散試料を調製する

努力をした． 

 MWCNT(N)の長繊維分散試料（粒径の幾何平均値は個数基準で 3.4 μm）を調製し気管内投与試

験を行った（2010 年 6 月投与，観察期間投与後 2 年間）．現在までに 6 ヶ月後までの結果が得ら

れているが，その結果は 2008 年に実施したやや短めの繊維状試料の結果と比べ変化がない（詳細

は，「評価書 CNT」）．  

 特別にこういう試料を用意したが，一般的にはこういう試料の調製は非常に難しい．こういう

試料調製が難しいのは，そもそも CNT は分散状態では長繊維ではないという状況があること，さ

らには，長繊維の CNT はまっすぐな形では存在せず，長くなると塊を作り丸まってしまうという

性質によっている．  

5.4.2 作業環境の計測から 

 NEDO プロジェクトでは，TiO2，フラーレン，CNT の製造工場や研究室で採取した試料の気中

粒子の量とサイズを計測した．同時に，ナノ材料に一定の外力を加えた時に排出される粒子を計

測する「模擬排出試験」を行って，上と同様の計測を行った．その詳細を他の報文の結果と合わ

せて 3 物質群の「リスク評価書」にまとめたので関心の深い方はそちらをみて頂きたい．やや奇

異に思われるかもしれないが，CNT は繊維状であるにも拘わらず，そのサイズを径とか粒径とし

て表現することも多い．SMPS，ELPI，OPC， APS 等の粒径別個数計測器で計測された粒径に関

する物理量は球形を仮定した値であり，それらは測定器により意味が異なり，正確には電気移動

度径，空気力学径，光散乱径などと書くべきだが，単に粒径とか径と表現されている．それらは

電顕で見ることができる幾何学的径とは意味も異なるし，一次粒子の繊維状 CNT の太さに相当す

る径とも異なることに注意が必要である． 

 こういうことを踏まえて，気中 CNT に関するこれまでの調査・考察の結果を簡単にまとめると，

以下のようになる． 

 （1）TEM や SEM の観察 

 少なくとも SWCNT については，一次粒子が繊維状で長くても，それがまっすぐな棒のような

形で環境中に見出された場面はこれまでに観察されていない．殆どが凝集し，まるまった形にな

っている．それらの繊維は延ばせばある程度の長さになるであろうが（20 μm 以上などというの

があるかどうかは不明），その長さの細い針のような形で存在するわけではない．しかし，まれ
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なケースではあるが，CNF（カーボンナノファイバー）や MWCNT で比較的太い径（ナノスケー

ル）のものについて，まっすぐで長めのものが見られた． 

 （2）電顕以外の粒径別個数計測器による結果 

 粒径別個数計測器で測定される気中粒子は，塊としての凝集体の径はサブミクロンからミクロ

ンサイズである．個数で評価した場合に，多くは球相当径 100 から 1000 nm の範囲にある． 

 以上のような状況から考えて，非常に長い繊維状の CNT が気中に存在するケースは多いと考え

にくいが，これまでの調査だけで，このことについての結論を出すことができる状況にはないし，

また，この方法論で詰め切れる問題でもない． 

6. リスク評価とリスク管理 

6.1 リスク評価 

 ここまで，かなりのページ数を有害性評価に割いてきた．しかし，リスク評価をするためには，

そのための暴露シナリオとそれに暴露量の推定が必要である．その詳細は個別の評価書を見て頂

くとして，ここでは C60についての評価例を簡単に紹介したい． 

6.1.1 作業環境でのリスク評価 

 作業環境における粒径別濃度を，事業場調査，巻き上がり試験，2 段階クリアランスモデルを

用いて推定し，表 6-1 の第 4 列に示した．作業環境における許容暴露濃度も粒径による沈着率の

違いを考慮して推定した．  

 

表 6-1 暴露評価に対応した粒径範囲区分ごとの許容暴露濃度と推定暴露濃度のまとめ 

暴露条件 粒径 [nm] 
許容暴露濃度 

[mg/m3] 
推定暴露濃度

[mg/m3] 
暴露濃度 
／許容濃度 

作業環境中暴露 

有害性試験に基づく 
作業環境中暴露 

GM 96 
GSD 2.0 

0.39   

フラーレン製造現場の

作業環境における 
暴露濃度 

10-50 0.076 1.2 ×10-4 1.6×10-3 
50-100 0.11 1.2 ×10-3 1.1×10-2 

100-2,000 0.30 1.2 ×10-3 4.0×10-3 
2,000-10,000 0.80 6.0 ×10-2 7.5×10-2 

total   0.09 

フラーレン二次製品製

造現場における 
作業環境暴露濃度 

10-100 9.3×10-2 9.4×10-11 1.0×10-9 
100-1,000 3.3×10-1 2.0×10-5 6.0×10-5 

1,000-10,000 6.7×10-1 4.2×10-3 6.3×10-3 
total   0.006 

  

 この二つの値を用いて，粒径範囲毎に求めた（暴露濃度/許容濃度）の比の値を第 5 列に示した．

total と書かれているのが，全体の（暴露濃度/許容濃度）の比で，この値が 1 以下であればリスク

の懸念はないと考えるのが普通である．CNT のリスク評価についても同様の解析を行った．TiO2

についても同様な考えで評価を行ったが，粒径による NOAEL の違いは考慮しなかった．  
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6.1.2 その他の場におけるリスク評価 

 フラーレンについては，製造工場周辺の住民を対象にした評価を行った．また，CNT について

は，CNT を用いた製品によるライフサイクルでの評価を行った．やや独立であるが，フラーレン

についてはコイに対する影響も調べた．  

 

6.2 リスク管理 

6.2.1 作業環境における許容暴露濃度の意味と管理 

 作業環境における許容暴露濃度を算出した．ここで出された値は，詳細な試験が行われた材料

の値であって，同じ化学式で書かれる他の形の材料に適用できるとは限らない．ただ，それを補

う意味で，2 軸アプローチにより，他の材料の相対的な強さを推定したので，それを使って頂き

たい． 

 本文にも書いた通り，ここで出された許容暴露濃度は炎症を判定点としたものである．しかし，

同時にそれは腫瘍の発症を回避するものと考えているが，CNT の発がん性についてはより詳しい

試験が必要である．その際，半減期，クリアランス速度などの速度論的データと有害性データを

セットでとらないと結論が出しにくい． 

 通常の物質であれば，亜慢性試験のデータを基に不確実性係数を入れて，45 年勤続での許容濃

度を決めることも許されるとは思うが，残留性があることを考慮して，むしろ暴露年限を制限し，

長期の影響を丁寧にみてから次を決める道を選択した． 

 今後，そのための研究も必要だが，作業に携わるヒトの作業管理，健康管理も必要である．そ

の方法については，NIOSH (2010) が役に立つ． 

 CNT については，殆どの吸入系試験が 10 μm 以下の長さの試験試料で行われている．Poland ら

の提起するような 15～20 μm 以上の長さの繊維状 CNT での試験はない．吸入系試験であれば，そ

れほど長い繊維での試験は難しいので，そうなることは当然と言えば当然である． 

 5.4 でも書いたが，そういう条件を満たす実験も実施したし，また，さらに続けてはいるが，こ

の実験だけで結論は出せないだろう．そこで，我々はこのことに関しては，管理で対応すること

を提案した．長い真っ直ぐな繊維が環境中に見られる危惧がある場合には，その測定をし，通常

より大きな安全率を見込んだ管理をすることが，最も現実的でリスクの小さい方法である．実験

的に，確かめられるまではこのような対応を取ることを勧めたい． 

6.2.2 作業場管理のあり方 

 現段階では，フラーレンと CNT については，それを大量に生産している生産現場はほとんどな

い．したがって，作業環境のリスク評価も，仮の現場でのリスク評価に近い．防護装置や排気装

置がない状態などが想定されているので，リスクありとなれば，防護策を講ずるのが望ましい．

この評価書の中で論じられている防護策は，どちらかと言えば end-of-pipe 的なものが多いが，も
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っと生産工程に遡った対策がより望ましい．例えば，最も舞い上がり多い工程として袋詰め工程

が挙がっているが，ナノ材料を裸の状態で袋詰めするような工程は，それ自体見直してしかるべ

きであろう．また，袋詰め専門の係りみたいな労働のあり方も是非考え直して頂きたい．今後生

産が本格化するにつれて，議論され，工夫されるべき課題である．やたらと高性能エアフィルタ

ー（HEPA）をつけるのではなく，改善すべきところがどこかを知るために，この評価結果を活用

して頂きたい． 

 管理に必須なのは，ナノ粒子の計測である．この点については，評価書の中に記載した． 

この評価書の中で，工場周辺環境や商品の使用に起因するリスクの評価については，ほんの少し

だけしか実施しなかった．まだ，その時期ではないということと，それ以前の課題が大きかった

からである．今後は，そういう問題も考えていかねばならない． 

 リスク管理は，最後は暴露管理である．暴露を如何に制限するかにかかっている．製造者は，

未来永劫，その原料が多様に使用され，消費されていく先々のすべてに責任をもつことはできな

いとしても，少なくとも最初の段階は，ナノ材料が大きな問題を起こすかもしれないという不安

がある間は，使われる先々まで見ること，ある場合には排出の少ない用途にのみ使用を制限する

覚悟が求められる．順応的管理とは，事業者にそういう課題の履行を求めるものでもある． 

 順応的管理とは，暴露や有害影響について予測をし，石橋を一歩進み，その予測が適切か否か

を判断し，適切なら二歩進むが，予測が不適切だったときはもとに戻り，もう一度やり直す仕組

みである．そのような予測と評価の繰り返しのループの中に，事業者自身の役割もあることを知

っていただきたい．その役割は，商品の流通による暴露量の予測と管理である． 

 

6.3 最後に 

 少ない研究資源の下で，どうやってナノ材料のリスクの全体像を掴むことができるかという課

題で 5 年間苦しんだ．産総研だけでやっていた時期も含めれば 6 年半になる．まだ，確実とは言

えないが，相当分かってきたと思う． 

 我が国で吸入暴露試験を実施できる研究機関が少なかったこと，また，それに輪をかけてナノ

材料の吸入暴露試験が難しかった．その前にナノ材料の分散が大変だったことがあって，工夫に

工夫を重ねてここまで進めてきた．したがって，個々の試験方法はオーソドックスなものではな

い．新しいリスク評価の扉を開く時にはこういう方法が必要だと思っている．大まかな地図が描

けた．これから後は，着実な方法で進めていただければいいと思う． 

7. 外部レビュアーのコメントと筆者の対応 
本評価書の公開に先立ち， (独) 産業技術総合研究所外部の専門家に対して，評価書原案 (外部

レビュー版) に対する外部レビューを依頼した．依頼した外部レビュアーは以下の 4 名である (五

十音順，敬称略)． 
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 伊藤潤平 三井化学株式会社 環境・安全センター センター長 医学博士 

 市原 学 名古屋大学大学院医学系研究科 環境労働衛生学分野 准教授 医学博士 

 櫻井治彦 中央労働災害防止協会 労働衛生調査分析センター技術顧問 医学博士  

 高橋道人 病理ピアレビューセンター 代表 医学博士 

 

本章では，各レビュアーのコメントとそれぞれに対する筆者の対応を記載した．ただし，誤字･

脱字や用語に関する指摘については，指摘に沿った修正を行い，原則として本章での記載は割愛

することとした．  

 

櫻井治彦レビュアーからのコメントと筆者の対応 

 

この「考え方」には，粒子や繊維の物理的性状を明確にすることの重要性が強く指摘されてい

るほか，さまざまの傾聴すべき意見が述べられている．それらの点に敬意を表したうえで，以下

に二，三の疑問点を述べる． 

 

１．時限の許容ばく露濃度の考え方 

「考え方｣の基本の一つとして，ある程度の期間にわたって改定されることなく安定的に使える

許容ばく露濃度を設定することを目標とし，デフォルトの不確実性係数を安易に採用することを

避け，エビデンスに基づき，現実性と安全性の適切なバランスを持った許容ばく露濃度を設定し

ようとしたと考えられる．そのような試みは望ましいことであるが，げっ歯類における亜慢性ば

く露が生涯ばく露に比べて一定程度短いことと，労働者の生涯ばく露期間（30～45 年）を対比さ

せ，その 1/2 から 1/3 である 15 年という期間を，時限の許容濃度を見直す期間としたことには違

和感がある．げっ歯類における 90 日がヒトの約 15 年に相当するというような考え方が根底にあ

るが，広く同意を得ることは難しいと考える．毒性の種類によって事情が異なるとは予想される

が，多くの毒性（肺の炎症を含む）の発現は，生涯年数で正規化した時間ではなく，絶対時間に

よって規定されていると思われる． 

本評価書では上記の考え方などにより，期間外挿に対して２の不確実性係数を当てるに止めて

いるが，私としては常識的に，残留性もあることも考慮して，悪急性ばく露から慢性ばく露への

外挿に対する不確実性係数として６あるいはそれ以上の数値を採用したいところである． 

また，許容ばく露濃度はほとんど常に暫定的という性格のものなので，例えば 10 年という時限

を設定する根拠がよほど明らかでない限り，あえて「時限の」という言葉を付ける意義は小さい

と考える． 
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なお，「通常の物質であれば，亜慢性試験のデータを基に不確実性係数を入れて，45 年勤続で

の許容濃度を決めることも許されるとは思うが，残留性があることを考慮して，むしろ暴露年限

を制限し，長期の影響を丁寧にみてから次を決める選択をした」と書かれている．（6.2.1） 

しかし，10 年～15 年という期間のばく露が過剰であったことが後で明らかになる可能性がある

ことを考えると，やはり通常のやり方に従って当面は亜急性ばく露から慢性ばく露への外挿を行

っておき，他方では，困難はあっても早急に長期の影響を調べる方針を採りたいところである． 

【対応】 

 この部分が，今回の評価書の中で最も悩み，また，長い時間をかけて考えた点です．ラットに

おける試験は長くても 2 年しかできません．その 2 年をヒトの一生（60～70 年）に引き写すかた

ちで，外挿が行われています．外挿の際の metrics や，不確実性係数については種々意見があると

は思いますが，2 年から 70 年を推定することは，動物試験を使う以上認めなければならない出発

点です． 

 また，このプロジェクトの中では 2 年の吸入暴露試験は不可能で，とりあえず 13 週吸入暴露試

験を基礎に考える時（我々は，それをさらに 4 週試験で置き換えたのですが），二つの選択があ

ると考えました．以下，やや不正確な用語の使い方ではありますが，13 週を亜慢性，生涯に近い

期間を長期という用語で説明しますと，一つは，亜慢性の動物試験結果に一定の不確実性係数を

導入して，ヒトの長期影響の結果を推定する方法で，これが通常の方法です．もう一つは，亜慢

性と長期では，症状そのものが異なる可能性もあるので，亜慢性の結果はあくまでも一生涯の一

部の期間の影響であるとみた方がいいという考えです．私達は，この第二の立場をとりました．

気管内投与試験では，2 年間の観察を加えましたが，一応亜慢性試験結果には，症状を拾うとい

う点で限界があると考えたのです． 

 亜慢性試験結果に不確実性係数を賦与するだけで長期影響を予測できるかという問題意識から，

後に述べる時限の許容濃度という考え方も出てきたのですが，この部分の説明が本文にありませ

んでしたので，この点を補足致します． 

 もう一つは，新規技術のリスク評価であるが故に，新規技術の推進と安全性確保の両立という

考え方が重要であるとの考え方から，順応的管理が求められると考えました．新規物質の場合，

様々なことが不確実であるが故に，一定動かしつつ，修正するという考え方を取り入れた方がい

い，その点からは，許容濃度が時限であることが望ましいと考えました．この考え方は，新規物

質のリスク管理についての PDCA サイクル（計画，実行，点検，改善のサイクル）と言ってもい

いと思います． 

 10 年で見直しとしたのは，亜慢性試験の結果が基礎になっているということがありますが，現

在世界中で種々の試験が行われていることも考えて適切な期間設定と考えました．今後の改訂に

ついては，国や産業界に努力して頂きたいと考えています．もし，10 年間で長期暴露の影響につ

いての情報が得られなかった，または，新しい情報が得られなかった場合には，私どもの結果を
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使い続けるしか方法はないです．順応的管理，つまり PDCA サイクルをどう動かすのかについて

提案をしたいと思っていますが，今回は，そこまで，手がまわりませんでした． 

 通常の方法で，亜急性から慢性への外挿を行っておいた方がいいということですが，私どもの

方法は，結果的に見ますと，他の方が慢性への影響を外挿している場合に比べて，特に甘い方法

をとっているわけではありません．表 4-1 に，Pauluhn（2010a）と Luizi（2009a）の場合を比較と

して示しましたが，彼らは長期暴露の影響として評価していますが，不確実性係数に相当する値

が，私どものそれと比べて特に大きいわけではありません．したがって，先生のお考えを取り入

れても，数値は変わらないです．むしろ，それを 15 年の時限であるとしているだけ，厳しい値と

も言えると考えています．また，期間外挿に関する不確実性係数として６を採用しており，この

点では先生のご意見と同じです． 

 以上のように考えておりますので，結論は変えておりませんが，3.3.3 末尾に，亜慢性データの

限界を考慮したことも，一つの理由であることを加筆いたしました． 

 

２．肺胞面積当たりの粒子の沈着速度を metrics としたと表現されているが，純粋に速度だけを

metrics にした場合，ばく露期間が 1 週間であろうと，1 年であろうと，沈着速度さえ同じであれ

ば同じ健康障害を起こすと言っていることになり誤解を招くと思われる．あくまで，ばく露期間

が同等であることが前提なので，metrics として速度と期間の積である總沈着量を採用したと表現

するほうがよいのではないか． 

【対応】 

 このプロジェクトでは，暴露期間を揃えることに努力しましたが，それは，試験動物とヒトの

平均的な寿命で正規化された暴露期間です．つまり，動物の亜慢性とヒトの寿命の 1/2～1/3 を揃

え，その上に沈着速度を metircs としたのです．寿命で正規化された期間はほぼ揃っていますが，

絶対時間は異なりますので，総沈着量を metrics にしたのではないのです． 

 肺胞面積当たりの粒子の沈着速度と言うと，やや奇異に思えるかもしれませんが，肺胞表面積

当たりの濃度や圧力を揃えることと同義で，これまで長きに使われてきた考え方です．しかし，

粒子の残留性を考えた場合，肺保持量が一つの尺度になりうるとの考え方には妥当性があります．

しかし，1.2.1 に書きました通り，どういう保持量が同じなら，同じ影響が期待できるかが問題で

す．既に書いたことではありますが，NIOSH は 45 年間暴露の肺保持量がラットの肺保持量と同

じ場合に，同じ影響が現れるとしましたし，Pauluhn（2009a）は肺胞マクロファージ当たり保持

量が等しければ同じとしています．これに対し，Luizi（2009）は濃度が同じなら同じとし，不確

実性係数を導入しています．我々のプロジェクトでは，粒子の沈着速度（濃度，圧力と同義）を

肺胞表面積当たりで規格化し，さらに，寿命で規格化された暴露期間をできるだけ揃え，その上

で不確実性係数を導入することにしました．今回はこのような考え方をとりましたが，原理的に

は，Pauluhn の考え方の延長上に正解があると思っています．つまり，ヒトと動物のマクロファー
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ジの数や活性の違いを考慮した肺保持量です．現時点で，ヒトと動物の活性の違いを記述する因

子を特定できないことから，今回は TK（トキシコキネティックス）に関する不確実性係数の３を

導入するに留めました．この説明にちかいことは，本文にも書いてあるのですが，先生のご質問

に答える形でこのようにまとめた方が分かり易いと思い，4.3.1 の終わりの部分に，「本プロジェ

クトでは，動物とヒトとの寿命で正規化した暴露期間を揃えた上で，肺胞表面積当たりの粒子の

沈着速度を metrics とした」と書きました． 

 

３．繊維仮説について 

 繊維仮説を説明するメカニズムとして，残留性が高くかつ長い繊維は，長期間の間には胸膜腔

内に移行するチャンスを持っており，一旦胸膜腔内に移行した長い繊維は，壁側胸膜に中皮腫を

起こす確率が高いという考え方がある． 

長い繊維状のナノチューブはこのようなメカニズムによって中皮腫を起こすのではないかとい

う危惧については特に論じられていないが，今後の課題として残っていると思われる．胸膜腔内

への移行に十年単位の絶対時間を要するとすれば動物実験が困難であり，研究の困難さが予想さ

れるところである． 

【対応】 

 Donaldson et al.（2010）の論文には，“長い”繊維が胸膜に移行するメカニズムについての仮説的

考察が書かれてあり，大変興味深く読みました．このプロジェクトの中では，できるだけ長い繊

維状 CNT の試験試料を調製して，気管内投与試験を行い，また，気管内投与後 2 ヶ年の観察を行

っておりますが，今のところ胸膜に何らかの症状は見られておりません．しかし，胸膜に移行し

ない，或いは中皮腫のような病気を引き起こさないという証明は難しく，万が一の場合を考えて，

概略以下のような管理の考え方を 6.2.1 で提示しています．「作業環境中で検出される CNT の多

くは，凝集し，丸まった形になっていますが，時に，まっすぐで長いものも散見されます．まっ

すぐで長い繊維が気中で観察されるケースについては，通常より大きな安全率を見込んだ管理を

するのが望ましい」というものです．Donaldson らは，この論文の中では，長い繊維状粒子でも丸

まった（tangled）状態のものは，短い繊維状粒子と同等としております．もし，Donaldson の仮説

が正しく，かつ，一定量の胸膜移行があったとしても，この管理方針で対応出来ると考えていま

す．このプロジェクトでは，CNT の炎症活性と一次粒子のチューブ径（BET 比表面積）との間に

強い相関があることを示しましたが，二次粒子の形態もまた，大きく影響する場面があるのかも

しれません．今後の課題であることは論を俟ちませんが，二次粒子の形態と移行量に注視したい

と思います． 
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市原学レビュアーからのコメントと筆者の対応 

 

１．Fiber Pathogenicity paradigm 

 この部分については，CNT 評価書についてのコメントでも書きましたとおり，１）胸膜腔への

移行性 ２）壁側胸膜 Stoma 部における繊維の通過しやすさ，３）壁側胸膜における Frustrated 

Phagocytosis を引き起こす能力についての考察が必要かもしれませんが，これは将来の検討課題と

して触れるにとどめるのが現実的だと思います．そもそも，繊維がどのようにして胸膜腔に移行

するかが未だに解明されていない（Donaldson K.）. 

【対応】 

 櫻井治彦レビュアーのご意見３．についての対応と同じです． 

 

２．2 軸アプローチ 

 2 軸アプローチにおけるポジティブコントロールをどのようなものにするか，については，CNT

評価書についてのコメントでも書きました． 

 もう一つ，ここで付け加えさせていただきたいのは，疫学的研究からヒトにおける許容濃度が

決められている古典的な粒子，繊維状物質をポジティブコントロールにおけば，動物からヒトへ

外挿するのではなく，ヒトにおける（疫学を基にした）許容濃度から，逆に動物における量-反応

関係と，ヒトにおける量-反応関係との関係（種差）を導きくことができることを強調されても良

いのではないか，と思います． 

 ヒトにおける量反応関係，吸入暴露における動物の量反応関係，気管内投与における動物の量

反応関係，この３つが揃った基準物質の選定が理想的であると思います．もし，それらが揃った

ものがないのであれば，まず，ヒトにおいて量反応関係データがある物質を選択し，その吸入暴

露，気管内投与実験を行なうのが王道なのかもしれません． 

【対応】 

 ポジティブコントロールに何をとるかは，このプロジェクトを始める時，最初にぶつかった課

題でした．何人かの専門家の方に相談に乗って頂きました．そして，吸入暴露試験では酸化ニッ

ケル（NiO）を，気管内投与試験では Min-U-Sil をとることになりました．すでに評価の確定して

いる古典的な粒子，繊維状物質をポジティブコントロールにとればいいというご意見ですが，そ

の反応とここで調べるナノ材料が同じようなメカニズムで，同じような影響をもたらすのであれ

ば，それが望ましいですが，ナノ材料に何か特殊な反応があるかもしれないという立場で研究し

ていますので，ご提案の方針を採用することは現段階ではできません．しかし，評価の定まって

いる古典的な粒子や繊維状物質と定性的には同じ反応をするが，定量的には異なるということが

分かった場合には，ご提案のようなことが可能になります． 
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伊藤潤平レビュアーからのコメントと筆者の対応 

 

１．BET 比表面積について 

 BET 比表面積とは特殊な環境条件下で得られた事を丁寧に記載する必要があると考えます． 

 一方，「溶液中での接触面積」と言う表現が突然出てきますが，比表面積あるいは BET 比表面

積との関連性について説明が必要と考えます．比表面積と比較できる数値なのかどうか説明が欲

しい． （紙幅の都合上，文章を一部省略させて頂きました） 

【対応】 

 この評価書の中で書いていることは，(1)粒子サイズ（球形の場合は径，CNT の場合にはチュー

ブ径）は BET 比表面積から計算されているという事実，(2)BET 比表面積は一次粒子のサイズと

関係しており，それが凝集してもほとんど変化しないという事実，(3)単位重量当たりの BALF の

炎症指標の大きさは，比表面積が大きければ大きいという発見（既に多くの方が指摘，CNT につ

いては単層，二層，多層の区別なくこの関係が成り立つことをこのプロジェクトの中で見つけた）

です．多くの方が，BET 表面積と炎症活性の関係を，生物細胞と粒子との接触面積と炎症活性と

の関係と受け取っているので，「溶液中の接触面積」について書きましたが，却って誤解を招く

だけのようですので，9 頁 24～28 行を削除いたしました．BET 表面積測定の原理等は，本文書が

要約であるという制約から割愛させて頂きました．（また，真空脱気した物質の表面積を測定す

ることが問題であるというご指摘は理解できませんでした．） 

 

 ここには書きませんが，専門用語や表現に関するいくつかのご指摘につきましては，ご意見に

従って修正致しました． 
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本書の内容は、（独）新エネルギー・産業技術総合開発機構（NEDO）受託研究

である「ナノ粒子特性評価手法の研究開発」（P06041）の成果です。
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