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Ⅰ． はじめに 

 
本手順書は、平成 18 年度から 22 年度に実施した新エネルギー・産業技術開発機構

（NEDO）プロジェクト（P06041）「ナノ粒子特性評価手法の研究開発」（以下「プロジ

ェクト」という。）及び関連研究において用いた試料の調製方法と試料評価のための計測

方法の手順と実施例についてまとめたものである。関心をもたれた研究者・技術者が容易

に追試できるよう、具体的に手順を記載することに努めた。分散試料の粒子径分布や電子

顕微鏡画像など、実施例もできるだけ詳細に紹介した。収載した手順のいくつかは、工業

標準化を目指しているため、工業標準の規格票を意識した文書スタイルを採用した。 
 
プロジェクトの目標の一つは、できるだけ分散した試料を用いてラットに対する吸入系

暴露による有害性評価（in vivo 試験）を行うことであった。これは、ナノサイズであるが

ゆえに発現する可能性がある生体影響を直接検証したいと考えたことと、最も重要な暴露

経路である吸入系での有害性評価を重要視したことによる。そのため、吸入暴露試験では、

いったん液中分散した粒子をエアロゾル化するという湿式発生方法を採用した。また、異

なる多様な条件下で簡便に吸入暴露試験を行うことが難しい現実に鑑み、それを補足する

ために、気管内注入試験という、試験液を肺へ直接送達する試験手法を活用したいと考え

た。したがって、湿式エアロゾル発生や気管内注入試験のための試料調製方法を工夫した

点がプロジェクトの特徴である。一方、欧米では、機械的な粉砕や振動によって発生した

エアロゾルを用いた吸入暴露試験が主流であったため、試料の分散にはあまり注意を払っ

ていなかった。米国環境保護庁（EPA）が新規炭素系ナノ材料に対して課した 90 日間の吸

入暴露試験に対する企業の対応などが好例である。この場合には、ナノ粒子のほとんどが

凝集体として浮遊すると考えられるが、プロジェクトでは、上記方針に従って、この方法

は採用しなかった。ただ、彼らの方法を否定するというのではないし、また、いずれの考

え方が優れているということではなく、ナノ粒子の in vivo 試験はさまざまな考え方によ

る評価結果を蓄積する段階であるということを指摘しておきたい。 
細胞培地を用いた有害性評価（in vitro 試験）では、あらかじめ分散したナノ材料を含む

培地を用いる。ナノ材料は、高濃度のタンパク質や無機塩類を含む培地中では容易に凝集

して沈降するため、少なくとも細胞培養の数日間、安定的に分散する調製方法が必要とな

る。さらに、ナノ材料独自の特性を反映した影響評価を行うためには、細胞毒性をもつ界

面活性剤等の分散剤の使用を制限しなければならない。このため、試料調製方法の開発は

困難を極めたが、細胞培地と混合してもナノ粒子の分散状態を安定的に保持できる方法と

条件を見つけることができた。 
 
プロジェクトは、工業ナノ材料の評価に関する国際的な協同研究と密接に関係している。

フラーレンとカーボンナノチューブの有害性評価では、経済協力開発機構（OECD）の工

業ナノ材料作業部会（WPMN）が 2007 年から実施しているスポンサーシッププログラム

に参加している。スポンサーシッププログラムとは、生産量等の観点から選定した代表的

工業ナノ材料に関し、合意した安全性情報項目について情報収集又は試験を実施するもの

で、日本は、米国と共同でフラーレン、単層及び多層カーボンナノチューブの主スポンサ
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ーとして活動を主導している。2012 年には、11 ほどの代表的工業ナノ材料ごとに有害性

評価書が取りまとめられる予定であり、本手順書で紹介する手法によって得られた研究結

果の一部が収録されることとなる。 
また、国際標準化機構（ISO）のナノテクノロジー技術委員会（TC229）とも連携してお

り、産業技術総合研究所がプロジェクトの先行研究（基準認証研究開発事業）で開発した

「生体外システムにおけるナノ材料試料のエンドトキシン試験法」が 2010 年 9 月に国際標

準化（ISO 29701）された。現在、米国が主導している有害性スクリーニング試験方法と試

料調製方法に関する技術報告書案に対して情報提供に努めており、今後、本手順書で紹介

する手法から国際標準化されるものが出てくるであろう。 
 
本手順書の構成は、Ⅱ章において、本手順書で使われる重要な用語及び定義並びに汚染・

暴露防止対策について紹介した後、Ⅲ～Ⅴ章において、プロジェクトでリスク評価の対象

としたフラーレン、カーボンナノチューブ、二酸化チタンの順で試料調製から計測の手順

をまとめた。 
なお、二酸化チタンに関しては、その in vivo 試験がプロジェクトに先行する研究で限

定的に行われたため、エアロゾル調製、組織中含有量分析、透過電子顕微鏡観察について

記載しなかった。 
こうした物質ごとのまとめ方は、分散試料調製や計測評価方法の構築を目的とされる場

合にはいささか不便かもしれないが、例えば、これからナノチューブの有害性評価を計画

される場合には、Ⅳ章を通読していただくことで我々が考えた試料調製と計測の流れを理

解していただけるのではないかと期待している。 
なお、3 材料のリスク評価研究の結果は、別途、リスク評価書として公開する。 
 
      2011 年 3 月 
 
      独立行政法人産業技術総合研究所 
       安全科学研究部門 
        中西 準子 
        本田 一匡 
        五十嵐 卓也 
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Ⅱ． 共通用語と汚染・暴露防止対策について 

 
このⅡ章では、後続の章で使われる用語及び定義並びに汚染・暴露防止対策を示す。用

語については、特に重要と考えられるもの又は本手順書固有の定義をしたものに限定した。

このほかの用語については、専門用語辞典や教科書類を参照していただきたい。 
 

1. 用語及び定義 
本手順書では、以下の用語及び定義を用いる。 
 
参考規格 JIS K 3600 バイオテクノロジー用語 
 

1.1 in vitro 
試験管内、シャーレ中等の人工的に構成した条件下、すなわち、各種の試験条件を人為

的にコントロールした試験環境。細胞培地を用いた試験がこれに当たる。 

1.2 in vivo 
生物個体を扱う試験環境。吸入暴露試験及び気管内注入試験がこれに当たる。 

1.3 エンドトキシン endotoxin 

内毒素ともいう。グラム陰性菌の細胞壁外膜の成分であり、物質としてはリポ多糖

（lipopolysaccharide）である。通常、菌体から遊離することはないが、菌が死ぬなどして

破壊された場合、遊離して、発熱、血液凝固促進、ショックなどさまざまな毒性を示す。

日常環境中に存在している。 

1.4 カイラリティ chirality 

SWCNT を構成する炭素原子の配列の仕方（結晶構造）を表す因子。 

1.5 ソノケミカル反応 sonochemical reaction 

音波（特に超音波）によって引き起こされる化学的な反応。 

1.6 バンドル bundle 

カーボンナノチューブ単繊維が軸方向をそろえた状態で集合し、束になったもの。 
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1.7 ポリソルベート 80 polysorbate 80 

化学名は、ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート。登録商標の Tween80
としても知られる。生体親和性の界面活性剤であり、日本薬局方に収載され、また、2008
年には、食品衛生法の食品添加物に指定された。炭素系ナノ材料等の有害性試験で分散剤

として広く用いられている。 

1.8 ホモジナイズ homogenize 

固体試料を粉砕・かくはんして、均一化すること。 

1.9 遠心加速度 

遠心分離操作時に試料に加わる加速度。遠心効果（重力加速度に対する比）が分かりや

すいように「×g」と表記する。 

1.10 解砕 

凝集体を崩すこと。 

1.11 原末 

分散処理の対象となる試料粉末。ナノ粒子試料と呼ぶこともある。 

1.12 抗菌抗真菌剤 

動物細胞の培養において、細菌や真菌の汚染を防ぐ目的で、培地に加える抗生物質及び

抗真菌物質の混合液。濃縮液が市販されており、培地に添加して用いる。多くの場合、抗

生物質としてペニシリン及びストレプトマイシンを、抗真菌物質としてアンホテリシン B
を含む。 

1.13 孤立化 

バンドルを形成しているナノチューブを個々の単繊維に分離すること。 

1.14 純水 

市販の超純水製造装置で精製した清浄な水のこと。in vitro 試験用には、エンドトキシ

ン除去フィルタで更に処理したものを用いる。 
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1.15 失活 

酵素等の生理活性をもつタンパク質が、熱や酸、アルカリなどによって立体構造が変化

し、生理活性等の機能を失うこと。 

1.16 培地 

動物細胞の培養に適した生育環境を提供する液体。細胞の生育に必要なアミノ酸、ビタ

ミン類、塩類等を含む。pH も細胞の成育に最適な中性付近に調整してある。多くの場合、

上記基礎培地に、さらに、細胞の成育に必要な牛胎児血清を 10 %程度加えて用いる。イ

ーグル基礎培地、ダルベッコ変法イーグル培地、RPMI1640 培地等、いくつかの代表的な

処方が確立されている。 

1.17 標準不確かさ 

標準偏差で表す測定結果の不確かさ。正規分布では、68 %の信頼区間に対応する。 

1.18 暴露 

「曝露」・「ばく露」とも表記されるが、公用文の作成に当たっての指針の一つである

昭和 31 年 7 月 5 日付け国語審議会総会報告「同音の漢字による書きかえ」に従い、「暴露」

を用いる。 

1.19 分散媒 

粉体試料を分散する液相。純水のほか、界面活性剤等の分散剤、培養用成分を含む。分

散するナノ粒子は含まない。 

1.20 分散剤 

ナノ粒子粉末をばらばらにして分散媒に溶かしやすくするために用いる物質。界面活性

剤、タンパク質等がある。 

1.21 分散液 

分散試料ともいう。粉体試料を適当な分散媒へ分散することによって調製する液体。 

1.22 分散粒子 

分散媒中に分散する粉体試料の粒子。便宜上、粒子と呼称するが、カーボンナノチュー

ブでは、繊維状を呈する。 
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1.23 分画分子量 

限外ろ過膜を透過する割合が 10 %である分子の分子量。 

1.24 一次粒子 

ナノ粒子について、一次粒子、二次粒子という用語が多く使われるが、明確な定義はな

い。粉体工学辞典（粉体工学会編）によれば、一次粒子は、粉体又は煙霧体（エアロゾル）

が生成したとき、それらを構成する粒子の分子間の結合を破壊することなく存在する最小

単位をいう。 

1.25 二次粒子 

一次粒子が凝集して、見かけ上、1 個の粒子として振る舞うもの。 

1.26 （制限視野）電子線回折 

電子線が結晶性の物質で散乱される際に生じる干渉で回折現象が起きる。この回折を解

析することで、物質の結晶構造に関する情報を得ることができる。電子顕微鏡を用い、対

物レンズを絞ることで特定の視野の像を観察し、顕微鏡像と回折像の対応を容易にする方

法を制限視野電子線回折という。ナノ粒子の結晶性の判断に利用できる。 

1.27 ラマン分析 

ラマン散乱を用いて物質の構造や状態を調べる分析方法。ラマン散乱とは、物質に入射

した光が物質と相互作用した結果、入射波長と異なる波長で散乱する現象をいう。カーボ

ンナノチューブの測定では、特徴的な散乱ピークの解析から、直径や電子状態に関する情

報が得られる。また、G バンド、D バンドと呼ばれる二つのバンドの強度比（G/D 比）か

ら、表面の結晶欠陥や不純物に関する情報が得られる。 

1.28 ゼータ電位 

固体表面の電荷を与える一種のパラメータ。実際には、固液界面付近のイオン分布に依

存するが、これを測定することによって、分散液中に分散したナノ粒子の帯電状態を評価

することができる。分散・凝集状態を評価するための重要なパラメータである。 

1.29 光散乱 

光を粒子に照射した際に生じる散乱光の強度の角度分布や強弱から、粒子の大きさ、形、

配向等の情報を得ることができる。粒子の運動によらない散乱光強度を測定する方法を静

的光散乱法、粒子のブラウン運動による散乱光の時間的な変動を測定する方法を動的光散
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乱法という。プロジェクトでは、分散液中のナノ粒子の大きさを調べるために有効である

動的光散乱法を活用した。 

1.30 動的光散乱（DLS） 

液体中に分散したナノ粒子又はその凝集体は、周囲の液体分子の衝突を受けて、でたら

めで小刻みなブラウン運動をしている。これに光を当てると、ブラウン運動に応じた散乱

光強度の時間的変動が観測される。この時間的変動から粒子の拡散係数 D を求め、温度 T
と液体の粘度η が分かれば、Stokes-Einstein 式 

 D
Tkd

πη3
B=

 

で粒子径 d を決定する。ここで、 Bk はボルツマン定数である。試料には粒子径分布がある

ので、上式で決まる粒子径 d は、拡散係数 D の平均値の逆数としての平均粒子径である。

拡散係数相当径ともいう。時間的変動の測定方法は、ドップラーシフトによる周波数変化

を測定する方法や散乱光強度の時間的揺らぎを測定する方法がある。 
 

2. 記号 
AFM  Atomic force microscope 原子間力顕微鏡 
CNT  Carbon nanotube カーボンナノチューブ 
MWCNT Multi-wall carbon nanotube 多層カーボンナノチューブ 
SWCNT Single-wall carbon nanotube 単層カーボンナノチューブ 
DLS  Dynamic light scattering 動的光散乱 
DMEM Dulbecco's modified Eagle medium ダルベッコ変法イーグル培地 
EDS  Energy dispersive X-ray spectrometry エネルギー分散形 X 線分光法 
FBS  Fetal bovine serum ウシ胎児血清 
g  重力加速度 
HPLC High performance liquid chromatography 高速液体クロマトグラフィー 
PBS  Phosphate buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 
Qr r 基準の粒子径分布（ふるい下積算分布）。ここに、r=0 は個数基準、r=3

は体積基準であることを示す。[%] 
ΔQr あるサイズ区間に含まれる粒子の r 基準の割合。例えば、ΔQ0 は全粒子個

数に対する個数割合。[%] 
qr  r 基準の粒子径分布（頻度分布）。[% (Δlog x)-1]、[% μm-1] 
x  粒子径。測定方法に依存した相当径。[μm]、[nm] 
SDS  Sodium dodecylsulfate ドデシル硫酸ナトリウム 
SEM  Scanning electron microscope 走査電子顕微鏡 
TEM  Transmission electron microscope 透過電子顕微鏡 
UV  Ultra-violet 紫外光吸収分析のこと 
XRD  X-ray diffraction X 線回折 
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3. 汚染・暴露防止対策 

3.1 滅菌操作 

in vitro 試験では、細菌類の混入を防ぐための滅菌操作が必要不可欠である。原末、分

散媒、分散試料に接触するかくはん子、ビーズ等の器具、容器類は、可能な限りオートク

レーブで滅菌する。オートクレーブ滅菌が不可能なものはエタノールで洗浄し、紫外線で

8 時間以上殺菌する。分散液を滅菌するためには、孔径 0.45 μm 以下のフィルタを通して

吸引ろ過する。 
in vivo 試験では、このような滅菌操作は必要ないが、後述のエンドトキシンの混入を防

止するため、器具類及び試験室は清浄に保つ。 
 
参考規格 JIS T 7322 医療用高圧蒸気滅菌装置 
 

3.2 エンドトキシン対策 

エンドトキシンは、白血球の活性化を引き起こすなど、生体及び培養細胞系と反応する

ことがある。試験に用いる分散液にエンドトキシンが混入すると、誤った有害性評価を導

くおそれがあるため、試料調製では、エンドトキシン混入を予防する対策が必要である。

特に、細胞が直接反応する in vitro 試験では重要である。例えば、分散媒に用いる水は、

エンドトキシン除去フィルタで処理したイオン交換水（超純水）を用いる。エンドトキシ

ンは、通常環境中に存在しており、イオン交換水を長時間貯留すると混入しやすい。した

がって、できるだけ使用時に必要量を調製することが望ましい。 
ナノ材料の分散液の調製過程において、エンドトキシンが混入しているかどうかを試験

することによって、混入をできるだけ防ぐ対策を講じることができる。試験方法としては、

例えば、ISO 29701 として採択された Limulus amebocyte lysate（LAL、ライセート試薬）試

験のゲル化法（Gel-clot 法）が適している。これは、ライセート試薬がエンドトキシンの

作用によってゲル化するのを指標とする方法である。 
 
参考規格 ISO 29701 Nanotechnologies -- Endotoxin test on nanomaterial samples for in 

vitro systems -- Limulus amebocyte lysate (LAL) test 
 

3.3 ナノ材料暴露対策 

ヒトに対するナノ材料の健康影響は現時点では明らかになっていないが、予防原則にの

っとり、できるだけ暴露しないよう、取扱いに注意する。 
粉体のひょう量、前処理など、乾燥状態でナノ材料を扱う場合、粉体の飛散によって暴

露する可能性がある。これを防止するため、作業は、グローブボックス等の密閉した装置

内で行うか、高性能フィルタ付きドラフトチャンバ等で適切に局所排気を施した上で行う。

ひょう量中に排気ファンを運転すると、かえって飛散することもあるので、作業中はファ
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ンを停止し、容器取出し時や清掃時に運転するとよい場合がある。また、防じんマスク、

保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具を装着する。 
湿式分散等の作業においても分散液が飛散する可能性があるので、試験室内に飛散しな

いように、クリーンベンチ内や局所排気装置内で作業する。この場合も、保護具を装着し

ておくことが望ましい。 
グローブボックス及び局所排気装置の排気方法、保護具の選択方法、廃棄物の処理方法

については、関係機関の通知、ガイドライン等を参考にする。保護具は、細菌汚染防止対

策やエンドトキシン混入防止対策としても有効である。 
 
参考規格 厚生労働省基発第 0331013 号「ナノマテリアルに対するばく露防止等の予

防的対応について」（平成 21 年 3 月 31 日） 
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Ⅲ. フラーレン 

 

Ⅲ1． フラーレンの in vivo 試験用液相分散試料の調製方法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための吸入暴露試験や気管内注入試験において、再現

性・信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性

を把握することが必須である。ナノ粒子は、一般に、強い凝集性や凝塊性を有しており、

こうした要件を満たすには、ナノ粒子の凝集体を解砕し、一次粒子にすることが必要であ

る。同時に、界面化学的な手法によって分散媒の特性を制御し、解砕したナノ粒子を安定

な分散状態に保つことが必要である。 
このⅢ1．では、in vivo 試験用試料として用いるフラーレン（C60）ナノ粒子液相分散試

料を C60 結晶体から調製する手順を示す。C60 分子 1 個の径は、0.71 nm と測定されている

が、その状態の粒子として入手できるわけではなく、数ミクロンから数百ミクロンの結晶

体として入手することになる。この結晶体から結晶構造を変化させずにナノ粒子を得るた

めに、微小なビーズを用いた湿式粉砕を選択する。さらに、生体影響の少ない界面化学的

な方法によって、ナノ粒子分散試料の安定を図る。C60 は、酸化を受けやすいので、作業は

できるだけ嫌気条件下で行う。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ1．に示す手順は、粒子径が数ミクロン以上である C60 結晶体からの、以下に示す

条件の in vivo 試験用液相分散試料の調製に適用する。 
(a) 液中 C60 粒子の個数基準及び体積基準での粒子径分布の平均値は、100 nm 以下とす

る。 
(b) 粒子濃度は、髙用量の気管内注入試験が可能である 2 mg/mL 以上とする。 
(c) C60 の結晶形を保存する。 
(d) C60 の酸化体の生成を 1 %以下に抑制する。 
(e) 1～2 か月にわたる吸入暴露試験が遂行可能なように、適当な分散剤を添加すること

によって、液相分散試料の分散安定を確保する。 
 

2. 引用規格 
特になし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 



Ⅲ1． フラーレンの in vivo 試験用液相分散試料の調製方法 

11 

 

4. 装置及び器具 

4.1 分散機 

直径 50 μm 以下の微小ビーズによる分散が可能なビーズミル（図Ⅲ1.1 を参照。例：寿

工業株式会社のウルトラアペックスミル UAM-015）。分散容器及びスラリタンクの内面は、

ジルコニア等の耐摩耗性の材料で内張りされ、ビーズ及びかくはんブレードも同等の耐摩

耗性材料であるもの。 
 

懸濁液

スラリー
タンク

分散容器

高速回転する攪拌ブレード
8-15 m/s

ビーズの分離

ビーズ

ポンプ

 

図Ⅲ1.1 ビーズミル 

 

4.2 前処理器具 

メノウ製の乳鉢及び乳棒。 

4.3 酸素計 

4.3.1 溶存酸素計 
水中の酸素濃度の測定精度が 0.01 mg/L 以下であるもの。 

4.3.2 気相中酸素濃度計 
グローブボックス内の嫌気条件（酸素濃度）の確認用に、測定下限 0.1 %以下であるも

の。 
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4.4 後処理装置 

分散液中の粒子の粒子径及び濃度の調整に用いる、20,000×g までの遠心加速度で操作可

能な遠心分離機。 

4.5 保護具 

6.6 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 分散媒とその調製 

5.1.1 分散媒の脱酸素 
分散媒としては、純水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキ

シン除去フィルタ（例：Millipore 社の BioPak）で処理した純水を用いる。 
分散操作中における C60 の酸化を防止するため、純水は以下のように脱酸素する。500 mL

の三角フラスコで純水を 5～10 分間煮沸し、容器壁の気泡が消失したことを確認した後、

氷水で急冷すると同時に、アルゴンをバブリングする。純水中の酸素濃度が 0.01 mg/L 以

下になったことを溶存酸素計で確認した上で、アルゴンのバブリングを停止し、三角フラ

スコを封止する。 
脱酸素した純水を、あらかじめアルゴン又は窒素で置換した蓋付きガラス瓶に移し替え、

窒素置換した容器（例：真空デシケータ）内で保管する。 

5.1.2 分散剤 
分散剤は、ポリソルベート 80 を用い、その最大濃度は、10 mg/mL とする。 

5.1.3 分散媒の調製 
C60 を分散する分散媒の調製は、嫌気的雰囲気で行う。グローブボックス内を窒素又は

アルゴンで置換し、酸素濃度が 0.1 %以下になったことを確認してから、5.1.1 で調製した

脱酸素した純水に分散剤を添加し、所定の濃度に調整する。 

5.2 原末 

C60 原末は、酸化防止のため、冷蔵庫等の冷暗所で保管する。 
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6. 調製方法 

6.1 分散機器類の前処理 

分散に用いるビーズやかくはんブレードなどのビーズミルの部品類は、分散操作に先立

って、エタノール洗浄した後、紫外線で滅菌処理をする。処理時間は、最低 8 時間とす

る。 

6.2 前処理 

C60 原末の前処理は、5.1.3 と同様の方法で嫌気化したグローブボックス内で行う。 
量り取った原末、メノウ乳鉢・乳棒及び分散媒を嫌気化したグローブボックスに入れる。

所定量の原末を乳鉢に入れ、適当量の分散媒を滴下して 30 分間、手解砕する。手解砕後、

乳鉢内の試料及び乳棒に付着した試料を 500 mL のビーカに移し、5.1 の分散媒によって試

料液量を 300 mL に調整する。 

6.3 分散処理 

6.2 で前処理した試料液 300 mL を分散機のスラリタンク及び分散容器に投入する。さら

に、5.1 で調製した分散媒 200 mL で上記ビーカをすすぎ、試料液を全て分散機に仕込む。 
分散機の使用方法に従って、所定時間、運転する。処理後、分散液を回収する。 
分散処理では、試料液・分散液を遮光するとともに、スラリタンクを窒素気流で置換す

る。 

6.4 粒子径の調整 

回収した分散液を遠心加速度 8,000～10,000×g で 1 時間、遠心分離して上澄みを回収し、

試料分散液とする。 

6.5 濃度の調整 

濃縮が必要な場合は、6,000×g で遠心限外ろ過を行う。分画分子量 10 万の限外ろ過膜

を用いる。 

6.6 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
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7. 分散液の評価 

7.1 粒子径分布の測定 

静的光散乱法又は動的光散乱法で評価する。ただし、動的光散乱法によって得られた粒

子径分布が広い場合には、他の測定方法、例えば、静的光散乱法や可視化法を併用する。 
測定結果は、積算分布、頻度分布又は代表径で表示し、分布の基準（散乱光強度、個数

基準若しくは体積基準）又は代表径の定義を付記する。代表径は、散乱光強度、メジアン

径（個数基準若しくは体積基準）又は平均径（個数基準若しくは体積基準）で表す。 
測定に用いた物性値（分散媒粘度、粉体・分散媒の屈折率及び測定温度）も付記する。 

7.2 分散状態の観察 

TEM 又は SEM によって分散状態を観察して評価する。 

7.3 分散液中の粒子濃度の測定 

7.3.1 UV 吸光度測定 
C60 には波長 261 nm 及び 340 nm の紫外光領域に吸収極大があるが、分散剤であるポリ

ソルベート 80 には 340 nm に吸収がない（図Ⅲ1.2）。そのため、340 nm の UV 吸収から粒

子濃度を求めることができる。この場合、あらかじめ、C60 の質量濃度と 340 nm の吸光度

に関する検量線を求めておく。 
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図Ⅲ1.2 C60 とポリソルベート 80 の UV 吸収スペクトル 

 
 

7.3.2 HPLC による濃度測定 
C60 分散液 5 mL をナスフラスコに入れ、エバポレータによって浴温 60 ℃で蒸発乾固す

る。これにトルエン 30 mL を加え、C60 を溶解する。溶液中の C60 濃度を HPLC-UV で測定

する。分析条件の一例を以下に示す。また、検量線を図Ⅲ1.3 に示す。 
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(a) 装置：Agilent 1100 Series 
(b) 移動相：トルエン/メタノール = 47/53 流量：1 mL/分 
(c) カラム：Kaseisorb LC ODS-60-5 
(d) 温度：40 ℃ 
(e) 検出器：UV = 308 nm 
(f) 注入量：5 μL 
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図Ⅲ1.3 UV と HPLC での C60 濃度評価 

 

7.4 物性の評価 
C60 の結晶構造、表面状態、化学組成等の分散前後の変化を制限視野電子線回折、TEM

観察、EDS 等によって評価する。C60 酸化物の生成を HPLC-UV によって評価する。 

7.5 安定性の評価 
分散液中の粒子の粒子径（代表径、分散・分布）及び濃度の経時変化から安定性を評価

する。ゼータ電位の測定や沈降性から評価してもよい。 
 

8. 参考文献 
S. Endoh, J. Maru, K. Uchida, K. Yamamoto, J. Nakanishi, “Preparing samples for fullerene C60 
hazard tests: Stable dispersion of fullerene crystals in water using a bead mill”, Adv. Powder 
Technol., 20 (2009), 567-575. 
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附属書 A 実施例 
 
Ｆ社製の C60 を原料として、粒子径 100 nm 以下の C60 ナノ粒子が約 0.5～3 mg/mL の濃度

で分散する分散液を調製した例を示す。 
 

A.1 ビーズミルによる分散 

原料スラリの粒子濃度は 1 mg/mL、分散剤濃度は 1 mg/mL であった。 
分散機には、寿工業株式会社のウルトラアペックスミル UAM-015 を用いた。その運転

条件は、以下のとおり。 
(a) 仕込み分散液量：500 mL 
(b) 分散液循環流量：10 L/時 
(c) ビーズ径：50 μm 
(d) ビーズ仕込み量：400 g 
(e) かくはんブレード先端の周速度：15 m/秒 
(f) 分散時間：30 分 
 

A.2 粒子径の調整 

分散液を 8,000×g で 1 時間、遠心分離（株式会社トミー精工の MX-300 を用いた。）し

て回収した上澄み中の C60 粒子の粒子径分布（散乱光基準及び質量基準の頻度分布）を図

Ⅲ1.4 に示す。比較のため、粉砕直後の粒子径分布も併せて示す。 
Malvern 社の Zetasizer Nano を用いた動的光散乱法（DLS）の測定条件は、以下のとおり。 
(a) 測定温度：28 ℃ 
(b) 分散媒粘度：0.828 mPa・s 
(c) 分散媒屈折率：1.333 
(d) 粒子屈折率：吸収性 
また、上澄み中の C60 粒子の TEM 画像を図Ⅲ1.5 に示す。 
遠心分離によって調製した分散液の濃度は、0.48 mg/mL であった。この場合、濃縮操

作をしていない。8,000×gで遠心分離した場合の総括的な回収率は、20～30 %である。ち

なみに、4,000×g では 40 %程度、16,000×g では 15 %程度の回収率であった｡ 
調製後 55 日にわたる粒子径及び濃度の変化を図Ⅲ1.6 に示す。粒子径及び濃度共に安定

している。ゼータ電位は－29～－30 mV であった。 
 

A.3 高濃度分散液の調製 

数 mg/mL の分散液を濃縮した例を示す。 
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A.1 の条件でビーズミルによって分散し、A.2 の条件で粒子径を調整した分散液を

10,000×g で 1 時間遠心分離した。この上澄み液の C60 濃度が 0.3 mg/mL であったので、

6,000×g で 30 分間遠心限外ろ過によって濃縮し、粒子濃度を 2.9 mg/mL に調整した。限外

ろ過膜は、GE ヘルスケアバイオサイエンスの Vivaspin 20-100k を用いた。 
その濃縮した分散液の個数基準及び光強度基準の粒子径分布を図Ⅲ1.7 に示す。図Ⅲ1.4

と比べ、粒子径が更に小さくなっている。また、調製後 1 日では、粒子径分布が変化して

いないことが分かる。 
 

A.4 物性変化の評価 

大気中及び室内光下で処理した場合、酸化フラーレン（C60-O）の含有率は 30 分間の分

散で 3～4 %であったのに対して、嫌気条件と遮光下における 30 分間の粉砕では、C60-O の

含有率は 0.7～0.8 %であった。 
図Ⅲ1.5 の TEM 画像のように、分散 C60 粒子には、結晶格子が十分観測できる。図Ⅲ1.8

に C60 粒子の制限視野電子線回折像を示す。回折パターンが観測できる。 
このように、ビーズミル分散によっても、C60 粒子は、結晶状態を保持した粒子である

ことが確認できた。 
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図Ⅲ1.4 粉砕直後の C60 と回収した上澄み中の C60 の粒子径分布 
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図Ⅲ1.5 上澄み中の C60 粒子の TEM 画像 
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図Ⅲ1.6 分散液の安定性 
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図Ⅲ1.7 高濃度分散液（濃度：2.9 mg/mL）の粒子径分布 

 
 
 

 

図Ⅲ1.8 C60 粒子の制限視野電子線回折像 
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Ⅲ2． フラーレンのエアロゾル調製・輸送技術及び計測方法 

 

序文 
吸入暴露による in vivo ナノ粒子有害性試験を可能とするためには、被験ナノ粒子を試

験動物が十分吸入可能なサイズで気中分散し、これを安定的に試験動物に暴露する技術が

必要である。気中粒子試料のサイズ、濃度、形態等の性状を評価し、さらに、暴露試験中

にこれらの性状が安定的に保たれていることを確認することも重要である。 
このⅢ2．では、in vivo 吸入暴露試験を実施するために、液中に分散したフラーレンナ

ノ粒子を気中に分散する手順、気中分散粒子試料を暴露容器へ輸送する手順及び暴露容器

内の粒子試料の性状を粒子サイズに適した手法によって評価する手順を示す。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ2．に示す手順は、一次粒子径が 20～30 nm のフラーレンナノ粒子の分散液から

の個数基準平均径 100 nm 以下のフラーレンエアロゾル粒子の調製、当該エアロゾル粒子

の吸入暴露用の容器への連続供給、そして、当該供給状態（個数基準粒子径分布、個数濃

度、質量濃度）とその安定性の継続的監視に適用する。 
 

2. 引用規格 
ISO 15900 Determination of particle size distribution -- Differential electrical mobility 

analysis for aerosol particles 
 

3. 用語及び定義 

3.1 微分形電気移動度分析器（DMA） 

気中の被測定粒子を帯電させた後、同じ電気移動度（電界中での動きやすさ）の粒子を

より分けて取り出す装置。 

3.2 凝縮粒子計数器（CPC） 

気中の粒子を核凝縮の原理でサイズ拡大した後に光学的に検出し、粒子の個数濃度を表

示する装置。 

3.3 帯電中和 

気中粒子群の帯電量分布を、平衡帯電量分布（粒子群が十分な濃度の正及び負の気中イ

オン群に十分長時間接した後到達する帯電量分布）にする操作。 
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3.4 （粒子の）壁面損失 

流体中に浮遊していた粒子が壁面に付着した結果、流体側から消失したとみなされる現

象又はその程度。壁面への付着、すなわち粒子沈着は、さまざまな機構で起こり、流体の

流れ、粒子の粒子径、質量や帯電量などに大きく、かつ、複雑に影響される。 

3.5 DMA+APM 法 

DMA とエアロゾル粒子質量分析器（APM）、さらに、検出器（CPC 等）を組み合わせ、

DMA 分級粒子径ごとに個々の粒子の質量を測定する方法。分級粒子径と粒子質量の関係

から、粒子の真密度と形状の情報を包含した「有効密度」を算出できる。 
 

4. 装置 
主要な装置を以下に記す。これらの装置の構成を図Ⅲ2.1 に示す。 
 

 
図Ⅲ2.1 装置の構成 

 

4.1 エアロゾル発生・輸送に関わる装置 

4.1.1 噴霧装置 
噴霧装置は、粒子分散液を液滴化する装置である。液滴径の制御性等の点から、加圧式

噴霧装置の使用が有用である。実際のプロジェクトでは、一定の流量で送られる液を加圧

空気の高速気流によって滴化する、二流体ノズルを備えた加圧式噴霧装置を用いた。 

4.1.2 帯電中和系 
帯電中和系は、主に両極の気中イオン（正及び負イオン）発生器で構成する。噴霧で生

じた液滴及び噴霧乾燥で生じたエアロゾル粒子は、その帯電特性ゆえ、静電気力による配
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管内での壁面損失が大きいことが懸念される。この損失を抑制するためには、噴霧装置の

出口直後の流路で、両極イオンを混合した空気を混ぜ、帯電中和することが有効である。 

4.1.3 乾燥系 
乾燥系は、エアロゾル粒子からの水分蒸発を促進するために用いる。輸送配管を外壁加

熱してエアロゾルを昇温する方法では、配管の加熱区間にヒータ、断熱材、測温体を設置

し、温度制御器によって壁温を一定に保つ。さらに、加熱区間の下流で低湿空気と混合す

れば、エアロゾル粒子への水分の再凝縮が抑制できる。この方法とは別に、エアロゾルの

流通時間が数時間程度であれば、乾燥塔を用いた水分除去も有効である。乾燥塔は、乾燥

剤（シリカゲル等）を内壁に露出させた流路で構成する。 

4.1.4 流路・希釈・流量調節・流路切替系 
流路・希釈・流量調節・流路切替系は、配管、配管継手、流量計及び流量調節バルブ、

切替バルブ等で構成する。 

4.2 エアロゾル性状評価に関わる装置 

4.2.1 エアロゾル粒子サンプリング用配管 
生体暴露容器内に導入しているエアロゾル粒子の性状をモニタするために、暴露容器に

サンプリング用の配管を設置する。全身暴露試験では、暴露容器内に置かれた、試験動物

を入れたケージのおよそ上面の位置からエアロゾルを吸引するように、容器の壁を貫いて

配管を挿入する。鼻部暴露試験では、試験動物の鼻先と同条件の位置に吸引位置を設定す

る。容器外側の配管端を、以下のインラインエアロゾル計測システム、粒子捕集系、質量

濃度測定系に接続する。 
なお、暴露容器外側での、インラインエアロゾル計測システム、粒子捕集系、質量濃度

計測系に至るエアロゾルの流路は、粒子の配管内での壁面損失を抑制するために可能な限

り短くする。これは、ナノ粒子では、特にブラウン運動に起因する拡散が激しく、管壁等

への沈着損失が無視できないことが多いためである。吸引箇所からインラインエアロゾル

計測システム等に至る流路での損失は、別に、試験的又は理論的に見積もっておく。 

4.2.2 インラインエアロゾル計測システム 
インラインエアロゾル計測システムは、エアロゾル粒子のサイズ分布及び個数濃度を連

続的かつ迅速に計測する装置（群）である。被測定粒子のサイズを考慮すると、最も有効

な計測方法は、微分形電気移動度粒子径分析法（ISO 15900）と考えられる。 
備考： 実際のプロジェクトでは、微分形電気移動度粒子径分析法に基づく、DMA と

CPC から成るインラインエアロゾル粒子測定システムを用い、エアロゾルは流量

0.3 L/分で吸引した。このシステムでは、電気移動度径として 10～500 nm の範囲の

粒子の粒子径分布を約 3 分間で計測するように設定した。 
 

4.2.3 粒子捕集系 
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粒子捕集系は、エアロゾル粒子を固体壁面に捕集する系である。捕集面を設置した容器

と、これにエアロゾルを連続的に吸引して通過させるためのエアポンプで構成される。こ

こでは、粒子を電子顕微鏡観察するために用いるので、平滑表面を有する基板（ガラス、

金属、シリコンウェハの小片等）に沈着させる。粒子を帯電させ静電場によって基板への

粒子沈着を促進する方法がある。粒子の観察に適した観察画像を得るためには、粒子捕集

系の適切な運転条件（吸引流量、捕集時間等）をあらかじめ探索しておく。 

4.2.4 質量濃度測定系 
質量濃度測定系は、エアロゾル粒子の質量濃度を求めるために用いる。既存のエアロゾ

ル計測装置のいくつかで、直接測定できる可能性がある。ただし、実際のプロジェクトで

は、エアポンプを用いてエアロゾルを粒子フィルタに通過させたのち、フィルタ捕集物の

質量と通過空気の体積から質量濃度を求め、さらに、捕集物を組成分析等に利用した。こ

の場合には、適切なフィルタの種類、フィルタへの通過流量及び粒子の捕集時間を、予備

的な検討で探索し定めた。 
備考 1： フィルタ捕集によって求まる質量濃度の値は、被験物質（フラーレン）と分

散剤の乾燥固化物の質量濃度の合計値である。被験物質のみの質量濃度を求める

には、フィルタに捕集された物質の組成分析を行う。フラーレンの場合には、有

機・無機炭素分析が有用であった。 
備考 2： 粒子の密度が既知の場合には、インラインエアロゾル計測システムで測定さ

れた個数基準粒子径分布から体積濃度を算出し、それに密度値を乗ずることによ

って、質量濃度を算出することが可能である。粒子がちゅう密かつ単一の化学成

分からなる場合には、密度値の推定は容易である。分散剤を含んだ分散液の噴霧

によって発生した粒子の場合は、固化した分散剤の密度と、試料物質と分散剤の

混合比が分かれば、密度値の推定が可能である。 
また、電気移動度分級と粒子質量測定を組み合わせた密度測定法（DMA+APM
法）を適用することで、粒子径ごとの密度を測定によって求めることが可能であ

る。この方法で得られる粒子径ごとの密度値から、粒子径ごとの試料物質と分散

剤の混合比が推定できる。例えば、密度が粒子径によらず一定であれば、混合比

も粒子径によらず一定であることを確認できる。 
 

5. 実施手順 

5.1 分散液の濃度調整と分散状態の確認 

Ⅲ1．の方法に従って調製したフラーレン粒子分散液を、後述する液中フラーレン濃度

に調整するため、純水で希釈し、その液の分散状態を確認する。ただし、希釈時の純水と

の混合では、フラーレン粒子表面の組織・構造にできるだけ変化を与えないために、超音

波照射は行わず、振とうするにとどめる。この操作の後、目視で分散液中に沈殿が生じて

いないことを確認する。 
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5.2 分散状態の保持の確認 

Ⅲ5．の方法に従い、未希釈の分散液中の粒子分散状態とその安定性を暴露試験の期間に

わたって適宜評価する。また、全身暴露試験では、1 日当たり連続数時間の試験を行うた

め、試験準備と気中粒子の発生状態の確認に要する時間も含めて、最低、連続試験の時間

プラス 2 時間以上にわたって濃度調整後の液が安定な分散状態を維持することが必要であ

り、このことをあらかじめ確認しておく。これは、希釈後の液を当該時間静置し、その後、

液中に沈殿が生じていないかどうかを目視で確認することで行う。 

5.3 エアロゾル発生・輸送装置の清浄化 

5.1 で調製した分散液を液滴化・乾燥して気中分散粒子を得るための発生・輸送装置の

清浄化を行う。エアロゾルが図Ⅲ2.1 の経路 a を通過するように切替バルブを設定する。

実際に分散液を噴霧する前に、噴霧装置及びこの出口以降に接続した配管系内の残留物に

起因して、気中に粒子として分散する不純物を十分に除くため、噴霧装置の噴霧液容器に

純水を入れ、噴霧装置を運転する。帯電中和系、乾燥系、希釈・流量調節系も運転する。

これらの運転条件は、5.7 で述べる。 
インラインエアロゾル粒子計測システムを用いて、このとき気中に発生した粒子、すな

わち、バックグラウンド粒子を計測する。粒子径が 10 nm 以上の粒子の個数濃度が 102 個

/cm3 のオーダー以下であることが確認できるまで、純水の噴霧を続ける。 

5.4 分散液の噴霧とエアロゾル粒子のインライン計測による性状評価 

噴霧液容器に分散液を入れて噴霧装置を運転し、試験エアロゾル粒子を発生する。エア

ロゾルを図Ⅲ2.1 の経路 a を通過させたままで、インラインエアロゾル粒子測定システム

によって、粒子径分布及び個数濃度を計測する。 

5.5 エアロゾル粒子の捕集による性状評価 

粒子捕集系を運転し、基板上に捕集した粒子を電子顕微鏡観察する。顕微鏡画像から、

粒子の形態を把握するとともに、サイズ分布を求める。粒子として、球形に近いナノ粒子

凝集体が観察されるはずである。その場合は、ここで求めたサイズ分布と 5.4 で求めた粒

子径分布の形状は、似た形となる。このことを確認する。 

5.6 エアロゾル粒子の質量濃度の測定 

質量濃度測定系を運転し、エアロゾル粒子の質量濃度を測定する。 

5.7 分散液濃度とエアロゾル粒子発生・輸送装置の運転条件の選定 

分散液の濃度及びエアロゾル発生・輸送装置の運転条件を種々変更して、5.1～5.6 の手

順を繰り返す。条件の変更方法に応じて、いくつかの手順の省略は可能である。ここで得
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た計測結果から、実施する試験に対して最適な条件を検討する。最適条件の選定では、以

下の要素を勘案する。 
(a) エアロゾル粒子の性状（粒子径分布、個数濃度、質量濃度、形態） 
(b) エアロゾル流量 
(c) 噴霧液の消費速度 
最適条件を定めたのち、生体暴露試験に適用するために、連続試験の時間にわたって、

発生したエアロゾル粒子の粒子径分布が、実施試験の水準に照らして十分に安定している

か否かを、インラインエアロゾル粒子計測システムで確認する。 
備考： 実際のプロジェクトでは、上記の要素のほかに、希釈前の分散液の性状と、暴

露試験期間中の分散液の総消費量に関する制約も勘案して、噴霧液の条件を定めた。

その結果、フラーレン質量濃度を 0.017 wt%、分散剤（ポリソルベート 80）の濃度

を 0.05 wt%とした。噴霧液の送液速度、すなわち、消費速度は、約 0.4 mL/分に設

定した。噴霧装置を通過する加圧空気の流量は 35 L/分（大気圧換算）とし、帯電中

和系の空気流量は 10 L/分とした。全身暴露試験では、外壁加熱を用いた乾燥系を採

用し、壁温を 50 ℃とした。鼻部暴露試験では、連続試験時間が 3 時間と短く、ま

た、乾燥系の下流で混合する低湿空気の流量が少ないことを考慮して、乾燥塔を用

いた。 

5.8 暴露容器へのエアロゾルの導入 

エアロゾルを暴露容器に導入するために、エアロゾルが図Ⅲ2.1 で経路 b を通るように

切替バルブを設定する。暴露容器は、内部の試験動物に要求される換気条件を考慮して、

暴露容器の入口付近で必要流量の清浄空気を加え続けておく。暴露容器内の環境は、温度

20～25 ℃、微減圧になるように設定しておく。 
なお、実際の吸入暴露試験を行う前の予備的試験（5.9）を行う場合には、試験動物を暴

露用容器に入れない。 
備考： 実際のプロジェクトでは、全身暴露試験の場合、55 L/分の清浄空気を加えるこ

とで、暴露容器に合計 100 L/分で、被験ナノ粒子を含む空気が流通するようにした。

エアロゾルが経路 a を通っているときには、上記の清浄空気の流量を 100 L/分とす

ることで、暴露容器内には常に定流量の空気が通過するようにした。鼻部暴露試験

の場合には、10 L/分の清浄空気を加えることで、暴露容器に合計 45 L/分で流通さ

せた。 

5.9 暴露容器中のエアロゾルの性状の予備的確認試験 

インラインエアロゾル計測システム、粒子捕集系、質量濃度計測系を運転し、暴露容器

のサンプリング用配管を通じて導かれたエアロゾルの性状（粒子径、形態、濃度）を予備

的に求める。この性状を、エアロゾルの経路の違いや流路・容器の内壁への粒子の壁面損

失を考慮に入れた上で、5.7 で求められた粒子の性状と比較し妥当性を確認する。さらに、

全身暴露容器では、サンプリング用配管の容器内部の先端の位置をいくつか変えたサンプ

リングを行うことで、容器内のエアロゾルが十分均一であることを確認する。 
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5.10 暴露試験の実施 

暴露試験を行う期間の各日には、まず、5.1 で述べた液希釈と目視による確認、5.3 で述

べたバックグラウンド粒子濃度の確認を経て、5.4 に従ってエアロゾル粒子を発生させ粒

子径分布及び個数濃度を確認する。次に、試験動物を入れた暴露容器に、5.8 に従ってエ

アロゾルの導入を開始する。開始時刻を記録し、所定の時間導入を続ける。 
インラインエアロゾル計測システムを運転し、暴露容器内のエアロゾル粒子の粒子径分

布と濃度を計測する。この計測を、導入時間にわたって連続的又は適当な時間間隔で行う

ことによって、暴露容器内にエアロゾルが安定的に供給されていることを確かめる。 
粒子捕集系、質量濃度測定系を運転し、エアロゾル粒子の形状、質量濃度、組成等の性

状評価のための試料を得る。 
所定の時間経過後、試験動物へのエアロゾルの暴露を停止する。このために、エアロゾ

ルが図Ⅲ2.1 の経路 a を通るように切替バルブを設定し、また、加える清浄空気の流量を

変化させて、暴露容器内には暴露試験時と同じ流量で清浄空気のみが流通するようにする。

経路 a を通ったエアロゾルの粒子径分布と個数濃度を、インラインエアロゾル計測システ

ムで計測し、暴露容器への導入開始前の結果と比較する。 
以降の日も、暴露試験を行う場合は、手順 5.2 に従って純水による装置の清浄化を行い、

バックグラウンド粒子濃度の変化によってその終了を判断する。 

5.11 対照試験の実施 

被験物質の暴露試験とともに、別の試験系統を用いて、以下の二つの対照試験を行うこ

とが望ましい。 
(a) 分散剤物質の暴露試験：被験物質を含まず、分散剤のみを含む溶液を用いて、分

散剤固化物のエアロゾル粒子を発生させ、5.10 の試験と同じ暴露時間、暴露期間、別

の試験動物に暴露する。分散剤エアロゾル粒子の発生と暴露容器への導入、容器内

エアロゾルの性状評価の方法は、5.1～5.10 の手順に準じる。この試験の前に、噴霧液

中の分散剤濃度を変えてエアロゾルを発生させる予備検討を行っておく。ここでは、

5.10 で暴露したエアロゾル粒子の中に含まれている分散剤固化物の質量濃度と、ほぼ

等しい質量濃度の分散剤固化物エアロゾル粒子を発生できる分散剤濃度を求める。

この濃度の分散剤溶液を、この対照試験に用いる。 
(b) 清浄空気のみの暴露試験：5.10 の試験と同じ暴露時間・暴露期間で、清浄空気の

みを別の試験動物に暴露する。 
 

6. 全身暴露試験での実施例 
実施した全身暴露試験で暴露容器内からサンプリングしたエアロゾル粒子の粒子径分布

と電子顕微鏡画像の例を図Ⅲ2.2 と図Ⅲ2.3 に示す。 
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図Ⅲ2.2 エアロゾル粒子の電気移動度径分布（6 時間の試験中の経時変化） 

 
 
 

 
図Ⅲ2.3 エアロゾル粒子の走査電子顕微鏡画像 
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Ⅲ3． フラーレンの組織中含有量分析方法 

 

序文 
フラーレンの有害性評価のためには、フラーレンを暴露したラットの体内に残留するフ

ラーレンを定量し、残留挙動を明らかにする必要がある。 
このⅢ3．では、フラーレン粒子を投与又は暴露したラットの肺・脳・肝臓の組織中のフ

ラーレン（C60）を定量する手順を示す。ラット臓器組織をホモジナイズした試料を遮光下

において界面活性剤酸性水溶液及びトルエンを抽出剤として用いてフラーレンを抽出した

後、トルエン蒸発操作によって抽出液濃縮を行い HPLC で定量する。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ3．に示す手順は、界面活性剤（例：ポリソルベート 80）を含む水にフラーレン

を分散した分散液を気管内注入したラット又は分散液のエアロゾルを吸入暴露したラット

から採取した肺・脳・肝臓の組織中のフラーレンの定量に適用できる。 
ラット組織に生理食塩水を添加してホモジナイズした試料を分析する。本手順が個別の

ホモジナイズ試料の分析に適用可能かを事前確認することが望ましい。例えば、フラーレ

ン量が既知の分散液をホモジナイズ試料に添加したものを分析して、フラーレンの回収率

（通常は 100±10 %）を確認するとよい。 
 

2. 引用規格 
特になし 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 

4.1 ホモジナイザ 

肺組織、脳組織又は肝臓組織を適切にホモジナイズすることが可能な装置（例：キネマ

チカ社のポリトロン RT3100）。 
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4.2 共栓遠心沈殿管 

超音波処理や 2,000×gの遠心分離処理に耐え得る 10～15 mL程度の石英ガラス製や硬質

ガラス製の容器（例：株式会社柴田科学の 10 mL SPC 共栓遠心沈殿管）。6.では、「遠沈

管」と表記する。 

4.3 チューブミキサ 

チューブ内のホモジナイズ試料中の組織を液中で均一にするために振とうできる装置

（例：井内盛栄堂（現：アズワン株式会社）の TMS）。 

4.4 超音波処理装置 

ホモジナイズ試料を均一混合できる発振周波数と出力をもつバス式の超音波処理装置

（例：Branson Ultrasonics 社の超音波洗浄器 model 1510）。 

4.5 振とう機 

4.2 の共栓遠心沈殿管を装着可能で、縦方向に振とうできる装置（例：ヤマト科学株式

会社の振とう機 SA300）。 

4.6 遠心分離機 

4.2 の共栓遠心沈殿管を装着可能で、フラーレンが抽出されたトルエン相を遠心加速度

2,000×g で遠心分離を行うことができる装置（例：株式会社久保田製作所の遠心分離機

Kubota 6900）。 

4.7 溶液濃縮装置 

4.2 の共栓遠心沈殿管を装着して加熱でき、さらに、窒素ガスを試料溶液の液面に吹き

付けてトルエンを蒸発させて溶液を濃縮できる装置（例：MORITEX 社の EVAN-SPE、型

式 602079-13P489）。 

4.8 フィルタ 

抽出液中に残留した組織片を除去できる有機溶媒用フィルタ（例：Whatman 社の PTFE
製フィルタ 6784-4302、孔径 0.2 μm）。 

4.9 HPLC-UV 装置 

分析試料溶液を装置に注入し、分離カラムを用いて抽出液中のフラーレンを分離し、そ

の紫外吸収スペクトルの吸光度を測定する装置（例：Agilent Technology 社の Agilent 110
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システム、株式会社島津製作所の LC-10vp システム）。分離カラムは、逆相クロマトグラ

フィーカラムを用いる（例：株式会社野村化学の Develosil RPFULLERENE カラム、粒子

径 5 μm、内径 4.6 mm・カラム長 150 mm 又は内径 3.0 mm・カラム長 150 mm）。装置の

構成を図Ⅲ3.1 に示す。得られた吸光度を標準試料の吸光度と比較することで、試料中の化

学物質を定量する。 
 

 

図Ⅲ3.1 HPLC-UV 装置の構成 

 

5. 試薬及び試料 

5.1 組織試料 

ラットを解剖して、肺組織、脳組織又は肝臓組織を摘出し、重量計測の後に、－80 ℃
で冷凍保存した試料。肺組織は左右別に採取してもよい。肺組織の採取の際には、リンパ

節を含まないように注意する。 

5.2 生理食塩水 

日本薬局方が定める生理食塩液の調製方法に従って調製した溶液。 

5.3 フラーレン 

検量線作成用の高純度のフラーレン。純度は 99.5 %以上が望ましい（例：フロンティア

カーボン社の Nanom purple SU）。 

5.4 トルエン 

液体クロマトグラフ用試薬又は残留農薬・PCB 試験用試薬（例：和光純薬工業株式会社

の液体クロマトグラフ用トルエン）。 
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5.5 アセトニトリル又はメタノール 

液体クロマトグラフ用試薬（例：和光純薬工業株式会社の液体クロマトグラフ用アセト

ニトリル）。 

5.6 SDS 
イオンペアクロマトグラフ用試薬（例：和光純薬工業株式会社のイオンペアクロマトグ

ラフ用 SDS）。 

5.7 酢酸 

精密分析用試薬（例：和光純薬工業株式会社の精密分析用酢酸）。 

5.8 窒素ガス 

純度 99.9 %以上の窒素ガス。 
 

6. 分析方法 

6.1 組織のホモジナイズ試料の調製 

5.1 の組織試料に、重量の 3 倍量の生理食塩水を添加しハサミで細かく切り、ホモジナ

イザでホモジナイズ処理を行う（10,000rpm）。なお、全ての作業は、氷中等の冷却条件下

にて行う。ホモジナイズ後すぐに抽出操作を行わない場合は、－80 ℃で冷凍保存しておく。

冷凍試料は再解凍して分析に供するが、組織の沈殿が生じるため、解凍後にチューブミキ

サを用いて試料を均一混合する。 

6.2 抽出操作 

6.1 でホモジナイズした試料溶液をパスツールピペットを用いて共栓遠心沈殿管（遠沈

管）に量り取る（例えば、10 mL の遠沈管に 0.2 g、組織重量換算で 0.05g）。0.01 mol/L の

SDS 及び 0.1 mol/L の酢酸を試料溶液の 2.5 倍量程度をそれぞれ加えて混合する（上記の例

の場合は、それぞれ 0.5 mL ずつ）。次に、トルエンを試料溶液の 2.5 倍量程度加える（上

記の例の場合は、5 mL）。この遠沈管を振とう機で 2分間振とう（例えば、振とう幅 40 mm、

振とう数 320 回/分）し、抽出率を高めるため、超音波処理装置で超音波処理を 15 分間行

う。遠沈管にアルミホイルを巻いて遮光し、振とう機で 5 時間振とうする。超音波処理を

15 分間行い、遠心加速度 2,000×g の条件で 10 分間の遠心分離を行い、界面活性剤溶液相

とトルエン溶液相に分離する。このトルエン溶液相をパスツールピペットを用いて分取す

る。分取後の界面活性剤溶液相に残留したフラーレンを抽出するため、界面活性剤相にト

ルエン 5 mL を加えて、5 分間の振とう及び 15 分間の超音波処理を行い、遠心加速度 2,000
×g の条件で 10 分間の遠心分離処理を行い、トルエン溶液相を分取する。この残留物抽出
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操作を 2 回行って得られたトルエン相を、前述の分取したトルエンと混合してフラーレン

抽出溶液とする。 

6.3 濃縮操作 

溶液濃縮装置を用いて、6.2 で得た抽出溶液を加熱及び窒素気流下条件で濃縮する（例：

0.4 L/分、40 ℃）。濃縮は 6.4 で述べるフラーレンの定量が可能な濃度レベルに到達する

まで行う。遠沈管内壁壁面を時々トルエンで洗浄することで、濃縮時のフラーレンの損失

を防ぐことが望ましい。濃縮した試料は、ガラス製シリンジで採取し、フィルタでろ過す

る。さらに、シリンジ及びフィルタに残存するフラーレンを回収するため、トルエンでフ

ィルタとシリンジを数回洗い、濃縮液と混合することが望ましい。必要な場合は、この洗

浄液を含む濃縮液を窒素気流下において更に濃縮する。最終的に得られた濃縮液は、重量

測定し、フラーレン濃度計算に利用する。 

6.4 フラーレンの定量 

6.3 で得た濃縮液を HPLC-UV 装置を用いて分析し、フラーレンを定量する。HPLC 条件

の例を以下に示す。用いるカラム径によって、移動相流量や試料導入量が異なることに注

意する。 
(a) 移動相：トルエン：アセトニトリル＝65.5：34.5 [v/v]又はトルエン：メタノール＝

47：53 [v/v] 
(b) 移動相流量：1 mL/分（内径 4.6 mm のカラム）又は 0.425 mL/分（内径 3.0 mm のカ

ラム） 
(c) 試料導入量：20 μL（内径 4.6 mm のカラム）又は 9 μL（内径 3.0 mm のカラム） 
(d) カラム温度：30 ºC 
(e) 検出器 UV 波長：333 nm 
検出限界は、HPLC-UV 装置の性能や分析条件による。一例として、機器検出限界は

2ng/mL、組織分析時の検出限界は 9 ng/g（組織湿潤重量）の報告がある。 
フラーレン濃度既知のフラーレン／トルエン溶液を検量線試料として用いて、6.3 の濃

縮液中のフラーレンを定量する。フラーレン検量線試料は、フラーレン試薬をステンレス

製の薬さじでメスフラスコに入れて天びんで精確に量り、トルエンを加えて溶解し一定容

量にする。HPLC 装置で分析した C60 の検量線試料のクロマトグラムの一例を図Ⅲ3.2 に示

す。フラーレン酸化物である C60-O の分析例も併せて示す。図中の 2～4 分のピークは、ト

ルエン溶媒である。得た C60 の検量線を用いて、抽出液中の C60 濃度を決定し、別途測定

したホモジナイズ試料及び肺組織の各重量値を用いて、肺組織中の C60 濃度を決定する。 
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図Ⅲ3.2 フラーレン（C60）の HPLC 分析例 

 

7. 参考文献 
1) N. Shinohara, T. Nakazato, T. Tamura, S. Endoh, H. Fukui, Y. Morimoto, T. Myojo, M. 
Shimada, K. Yamamoto, H. Tao, Y. Yoshida, J. Nakanishi,“Clearance Kinetics of Fullerene C60 
Nanoparticles from Rat Lungs after Intratracheal C60 Instillation and Inhalation C60 Exposure”, 
Toxicology Science,118 (2010),564–573. 
2) R. Kubota, M. Tahara, K. Shimizu, N. Sugimoto, A. Hirose, T. Nishimura, “Development of a 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for the determination of fullerene C60 
and C70 in biological samples [in Japanese]”, Bulletin of National Institute of Health Sciences,127 
(2009),65–68. 
3) F. Moussa, M. Pressac, E. Genin, S. Roux, F. Trivin, A. Rassat, et al. ,“Quantitative analysis of 
C60 fullerene in blood and tissues by high-performance liquid chromatography with 
photodiode-array and mass spectrometric detection”, J Chromatogr B Biomed Sci Appl,696 
(1997),153–159. 
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Ⅲ4． フラーレンの in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための in vitro 試験において、再現性や信頼性を確保す

るためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性を把握することが必

須である。in vitro 試験に用いる培地は、イオン強度が高く、分散したフラーレンの凝集を

促進するため、in vitro 試験期間（通常 4 日）で安定かつ再現性良く分散する調製方法が必

要である。また、フラーレン粒子による影響を観察するためには、界面活性剤等の分散剤

の使用やそれ自体が有害性を有する有機溶媒の使用をできる限り避けることが必要である。 
このⅢ4．では、in vitro 試験用試料として用いるフラーレン（C60 又は C70）の細胞培

地中分散液をビーズミルによって調製する手順を示す。フラーレンを分散するための分散

剤として、培地中に含まれるウシ胎児血清（FBS）を用い、また、フラーレンは、ミクロ

ンサイズの結晶体として市販されることもあり、解砕時にフラーレンの結晶形を変化させ

ないよう、ビーズミルでナノサイズに粉砕して分散する。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ4．に示す手順は、一次粒子径が数ミクロン以上であるフラーレン（C60 又は C70）

の乾燥粉末（結晶体）を原末とし、動的光散乱法で決定される光強度平均粒子径が 200 nm
前後であり、かつ、フラーレンの分散状態が 4 日間以上安定的に維持される培地中分散試

料の調製に適用する。 
 

2. 引用規格 
特になし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 
用いる器具及び装置は、必要に応じ滅菌処理を施す。 

4.1 分散機 

直径 50 μm 以下の微小ビーズによる分散が可能なビーズミル。分散容器及びスラリタ

ンクの内面は、ジルコニア等の耐摩耗性の材料で内張りされ、ビーズ及びかくはんブレー

ドも同等の耐摩耗性材料であるもの。 



Ⅲ4． フラーレンの in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

35 

4.2 マグネチックスターラ 

ビーズミルに投入する前に原末と FBS を混ぜ合わせるため、マグネチックスターラとか

くはん子を用いる。 

4.3 前処理用容器・試料容器 

ガラス製の容器、密閉可能な蓋、紫外光を遮断するための褐色瓶等が望ましい。 

4.4 遠心分離機 

分散液中の粒子径の調整のために用いる、遠心加速度 1,000×g～8,000×g で操作可能な

遠心分離機。 

4.5 滅菌ろ過用フィルタシステム 

0.45 μm 以下の孔径のフィルタ及びストレージボトルの付いたろ過システム。真空ポン

プ等によって、分散液を吸引ろ過し、滅菌するために用いる。 

4.6 クリーンベンチ 

フラーレン粒子の飛散による暴露防止のために、原末を取り扱う際にはクリーンベンチ

を用いることが望ましい。ただし、ファンは用いない。 

4.7 保護具 

6.9 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 原末 

市販のフラーレン結晶体（C60 又は C70）。昇華精製した不純物含有量の少ないものが望

ましい。 

5.2 分散媒 

分散媒は調製済みの DMEM の市販品を用いる。10 %FBS 及び 1 %抗菌抗真菌剤を含

む。 
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6. 調製方法 

6.1 原末の前処理 

電子天びんを用いて原末を 600 mg 程度量り取り、前処理用容器に移し、約 50 mL の

FBS を追加する。そこに、エタノールで洗浄したかくはん子を入れ、マグネチックスター

ラを用いて 2 時間かくはんする。 

6.2 分散機の前処理 

分散に用いるビーズやかくはんブレード等、フラーレンと共存する DMEM に接触する

ビーズミル部品類は、分散操作に先立ってオートクレーブやエタノール等による滅菌処理

をした後、紫外線で 8 時間以上滅菌処理を施す。 

6.3 分散操作 

6.1 で前処理した原料分散液 50 mL を分散機に投入する。さらに、5.2 の分散媒 300 mL
によって前処理用容器内に付着した粉末を全て分散機に仕込む。分散機の使用方法に従っ

て運転を行う。30分間ほど運転したところで、5.2の分散媒を 200 mL程度追加する。所定

時間分散した後、分散液 200 mL 程度を試料容器に回収後、6.1 で前処理した原料分散液を

50 mL と 5.2 の分散媒 100 mL を分散機に投入し、再度分散を行う。所定時間分散した後、

分散液を試料容器に回収する。運転中は、分散容器やスラリタンクを冷却水で冷却するこ

とで、25～30 ℃程度に保つ。また、酸化を防ぐために、分散機のスラリタンクは、窒素又

はアルゴンで常時置換する。 

6.4 粒子径の調整 

2回目の運転後に回収した分散液を遠心加速度 8,000×gで 45分間の遠心分離をした後、

上澄みを回収する。ただし、分散液に遠心加速度8,000×gで遠心分離を行うと、試験管壁

面に粗大粒子が吸着し、上澄みを回収する際に混入する可能性が高いため、遠心加速度

8,000×g で遠心分離を行う前に、1,000×g で 10 分間、2,000×g で 10 分間、4,000×g で 10
分間と段階的に遠心加速度を上げていくことが望ましい。 

6.5 FBS の追加 

フラーレン粒子は、強い吸着作用を示し、培地中の血清由来タンパク質やカルシウムな

どの塩類を吸着するため、遠心分離操作によって粗大フラーレン粒子と共に培地成分が除

去され、培地成分の枯渇が生じる可能性がある。 
培地成分が枯渇すると、細胞毒性試験に影響を及ぼす可能性があるため、6.4 で回収し

た上澄みに、液量の 5 %程度に相当する FBS を追加する。 
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6.6 滅菌ろ過 

分散操作において混入した微生物を除くために、6.5 で FBS を追加した分散液を、0.45 
μm 以下の孔径のフィルタを通して吸引ろ過することによって、滅菌する。ろ液は、スト

レージボトル等に滴下する。 

6.7 希釈 

希釈が必要な場合には、分散媒によって希釈を行う。 

6.8 分散液の保存 

調製した分散液は、試験までの間、4 ℃で冷蔵保存する。静置し、みだりに振とう・混

合しない。 
6.1～6.8 によって調製した分散液は、同一ロットから三つに小分けし、一つを in vitro 試

験に、一つを濃度測定に、一つを粒子径計測及び安定性試験に供する。これらの試験は、

基本的に同期して行うことが望ましい。 

6.9 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 粒子径及び濃度の計測 

7.1 粒子径及び安定性の評価 

Ⅲ5．に示す方法に従って、6.によって調製した分散液の粒子径及び安定性を試験す

る。 

7.2 濃度の計測 

7.2.1 前処理 
フラーレンに吸着したタンパク質は、抽出に用いるトルエンによって変性して抽出を妨

害するため、あらかじめ吸着しているタンパク質を分解する。遠沈管に分析したい分散液

を 2 mL 程度入れ、プロテアーゼ K（20 mg/mL） を 30 μL 加えて、40 ℃で一晩（12 時

間程度）暗所にて静置する。遠沈管に入れた分散液量は、液を入れる前後に遠沈管を精確

に量って求める。 

7.2.2 抽出操作 
7.2.1 の遠沈管に 5 mL のトルエンを追加し、5 時間振とう、15 分間超音波抽出、10 分間

2,000×g で遠心分離後に、上澄みを試験管に採取する。沈殿の残った遠沈管に。さらに、
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5 mLのトルエンを追加し、15分間振とう、15分間超音波抽出、10分間 2,000×gで遠心分

離後に、上澄みを前出の試験管に追加する。残った沈殿に 1 mL のトルエンを静かに加え

てトルエン相を前出の試験管に移す操作を 2 回繰り返す。抽出液量は、上澄みを入れる前

後に試験管を精確に量って求める。 

7.2.3 ろ過 
7.2.2 で集めた抽出液を孔径 0.2 μm のフィルタでろ過する。 

7.2.4 分析 
7.2.3 でろ過した抽出液を HPLC で分析する。HPLC による分析条件の一例を以下に示

す。 
(a) 装置：10Avp （Shimadzu Co.） 
(b) カラム：C30 Packed column （Develosil column, Nomura Chemical Co., LTD.） 
(c) 移動相：toluene：methanol＝65：35 (v/v） 
(d) カラム温度：30 ºC 
(e) 検出器：UV 検出器：333 nm 
 

8. 参考文献 
1) S. Endoh, J. Maru, K. Uchida, K. Yamamoto, J. Nakanishi. “Preparing samples for fullerene C60 
hazard tests: Stable dispersion of fullerene crystals in water using a bead mill”, Advanced Powder 
Technology, 20 (2009), 567-575.  
2) M. Horie, K. Nishio, H. Kato, A. Nakamura, N. Shinohara, K. Fujita, S. Kinugasa, S. Endoh, K. 
Yamamoto, E. Niki, H. Iwahashi, Y. Yoshida, J. Nakanishi, “In vitro evaluation of cellular 
responses induced by stable fullerene C60 medium dispersion”, Journal of Biochemistry, 148 
(2010), 289-298. 
3) H. Kato, N. Shinohara, A. Nakamura, M. Horie, K, Fujita, K. Takahashi, H. Iwahashi, S. Endoh, 
S. Kinugasa, “Characterization of Fullerene Colloidal Suspension in a Cell Culture Medium for in 
vitro ToxicityAssessment”, Molecular Biosystems, 6 (2010), 1238-1246. 
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附属書 A 実施例 
 
参考として、手順書に従って実施された分散系調製試験及び分散液評価の事例を示す。 
 

A.1 装置及び器具 

A.1.1 分散機 
寿産業株式会社のウルトラアペックスミル UAM-015 を用いた。ビーズとしては、50 μm

の粒子径のジルコニア製ビーズを用いた。 

A.1.2 マグネチックスターラ 
井内盛栄堂（現：アズワン株式会社）のマルチマグネチックスターラ TMS-4 を用いた。 

A.1.3 前処理用容器、試料容器 
前処理用容器としては、株式会社マルエムのサンプル管 No.8（褐色、内径 40 mm、長

さ 120 mm）を用いた。試料容器としては、アズワン株式会社の硬質ガラス製のアイボト

ル（褐色、1 L）を用いた。 

A.1.4 遠心分離機 
株式会社トミー精工の遠心機 Supreme 21 及びロータ NA-23 を用いた。1 本 50 mL の容量

の遠沈管を遠心加速度 16,000×g から 1,000×g で遠心可能である。 

A.1.5 滅菌ろ過用フィルタシステム 
コーニング社のフィルタシステム 430770（孔径 0.45 μm、容量 500 mL）を用いた。 
 

A.2 試料 

A.2.1 原末 
F 社製 C60 を用いた。 

A.2.2 分散媒 
DMEM 基礎培地500 mLのボトル 4本に、ウシ胎児血清（FBS）を55.15 g、54.70 g、56.72 

g、56.81 g及び抗菌抗真菌剤を 5.66 g、6.02 g、5.77 g、5.70 gを加え、泡立てないように十

分にかくはんしたものを用いた。 
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A.3 分散方法 

A.3.1 原末の前処理 
電子天びんを用いて原末を 607.6 mg 及び 600.2 mg 量り取り、前処理用容器に移し、

58.72 g 及び 59.31 g の FBS を追加した。そこに、エタノールで洗浄したかくはん子を入れ、

マグネチックスターラを用いて 2 時間かくはんした。 

A.3.2 分散機の前処理 
分散に用いるビーズやかくはんブレードなどのビーズミル部品類は、分散操作に先立っ

て、エタノール洗浄した後、紫外線で 8 時間以上滅菌処理を施した。ミルのかくはんブレ

ード等を組み立て、分散容器内に 400 g の 50 μm ジルコニア製ビーズを充てんした。 

A.3.3 分散操作 
A.3.1 で前処理した原料分散液 60 mL を分散機のスラリタンクに投入した。さらに、

A.2.2 の分散媒 300 mL によって前処理用容器内に付着した粉末を全て分散機に仕込んだ。

分散機の運転条件は、以下のとおり。 
(a) 分散液循環流量：10 L/h 
(b) かくはんブレード先端の周速度：15 m/秒 
30分間ほど運転したところで、A.2.2の分散媒を 200 mL程度追加した。原料分散液を投

入後 90 分間経過後に、分散液 200 mL 程度を試料容器に回収し、また、A.3.1 で前処理し

た原料分散液 60 mLとA.2.2の分散媒 100 mL分散機に投入し、再度分散機の運転を行った。

30 分間ほど運転したところで、300 mL 程度 A.2.2 の分散媒を追加した。2 回目の原料分散

液投入後 90 分間が経過したところで、分散液を試料容器に回収した。運転中は、分散容器

やスラリタンクを冷却水で冷却することで、25～30 ℃程度に保った。酸化防止のため、ス

ラリタンクは、常時アルゴンで置換した。 

A.3.4 粒子径の調製 
2回目の運転後に回収した分散液を遠心加速度1,000×gで10分間、2,000×gで10分間、

4,000×g で 10 分間、8,000×g で 45 分間の遠心分離を連続的に行った後、上澄みを回収し

た。 

A.3.5 FBS の追加 
回収した上澄み 327.9 g に、FBS を 16.8 g 追加した。 

A.3.6 滅菌ろ過 
FBS を追加した分散液を孔径 0.45 μm のフィルタを通して吸引ろ過して滅菌した。 

A.3.7 分散液の保存 
調製済みの分散液は、試験までの間、4 ℃で冷蔵保存した。 

A.3.8 分散液の特性 
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調製した分散液の特性の例を以下に示す。HPLC による分析の結果、0.16 mg/mL の分散

液が 650 mL 程度得られた。投入した C60 量に対する得られた液中 C60 量（収率）は、8 %
～10 %程度である。DLS で測定した粒子径は、光強度平均径が 220 nm、個数平均径が 125 
nm であった。調製から 4 日経過した後でも、濃度・粒子径に変化はみられなかった。分

散液を乾固した上で撮影した TEM 画像の例を図Ⅲ4.1 に示す。分散液の乾固時に凝集が進

んでいるため、分散液中の凝集体の粒子径は、この画像から分かる粒子径より小さいと考

えてよい。 
 

 
図Ⅲ4.1 In vitro 試験用培地中 C60 分散液（TEM 画像） 
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Ⅲ5． フラーレンの液中分散計測方法 

 

序文 
このⅢ5．では、液体中、特に in vitro 試験用に培養液中に分散したフラーレン（C60 又は

C70）ナノ粒子とその凝集体の平均粒子径を動的光散乱法（DLS）によって決める手順を示

す。同時に、散乱光強度の時間的変化と沈殿生成の目視確認によって、ナノ粒子とその凝

集体が安定して分散しているかどうかを評価する手順も示す。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ5．に示す手順は、液体中に分散したフラーレン（C60 又は C70）ナノ粒子とその

凝集体に適用する。測定する平均粒子径の範囲は、市販の DLS 装置が適応できるおおよそ

20～1000 nm である。 
 

2. 引用規格 
この手順書では、以下の規格を参照し、又は引用している。 
JIS Z8819-1：1999 粒子径測定結果の表現－第 1 部：図示方法 
JIS Z8819-2：2001 粒子径測定結果の表現－第 2 部：粒子径分布からの平均粒子径又は 
平均粒子直径及びモーメントの計算 
JIS Z8826：2005 粒子径解析－光子相関法 
ISO 13321:1996 Particle size analysis -- Photon correlation spectroscopy 
ISO 22412:2008 Particle size analysis -- Dynamic light scattering (DLS) 
JIS Z 8803：1991 液体の粘度－測定方法 
JIS K 2283：2000 原油及び石油製品－動粘度試験方法及び粘度指数算出方法 
 

3. 用語、定義及び記号 
以下に記したもの以外については、Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 

3.1 用語及び定義 

3.1.1 分散媒 
ナノ粒子粉末を分散する液相。in vitro 試験では、通常、培養液（例：DMEM（ダルベッ

コ変法イーグル培地））を用いる。 

3.1.2 粒子径 d 
粒子の形を球に仮定した場合の直径。粒子が真の球であれば、まさにその直径となる。 
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3.1.3 粒子径分布及び平均粒子径 
DLS から求められる散乱強度平均粒子径（intensity-weighted average diameter） DLSd は、

次式で得られる平均粒子径の一種である： 

∑

∑

=

=

∆

∆
=

N

i i

i

N

i
i

d
Q

Q
d

1

int,

1
int,

DLS

 
ここで、N は区間数、 id はその区間での平均粒子径、 iQint,∆ は対応する散乱光強度である。

そのほか、体積基準平均粒子径（若しくは重量平均粒子径） wd 又は個数基準平均粒子径（若

しくは数平均粒子径） nd も装置によって計算する。これらの平均粒子径の定義は、装置の

説明書等によって確認することが望ましい。 
 

3.2 記号 

DLSd  散乱強度平均粒子径 [nm] 

wd  体積基準平均粒子径（又は重量平均粒子径） [nm] 

nd  個数基準平均粒子径（又は数平均粒子径） [nm] 

sI  散乱光強度 
c  分散試料中の粒子濃度（単位体積当たりの粒子数又は質量） 
η  粘度 [cP][=0.01 g/(s･cm)] 
ρ  分散媒の密度 [g/cm3] 
 

4. 原理 
DLS の原理については、Ⅱ章の 1.を参照。 
 

5. DLS 装置 

5.1 装置の種類 

市販の DLS 装置を用いる。 

5.2 妥当性確認 

標準物質等を用いて装置の妥当性をあらかじめ確認する。例えば、平均粒子径が精度良

く決定されたポリスチレンラテックス標準物質を測定し、認証値と測定値が不確かさの範

囲内で一致するかどうか評価をする。例えば、平均粒子径が 100 nm の単分散ポリスチレ

ンラテックス標準物質を使って、装置の妥当性を評価することが望ましい。測定値の認証

値からの偏りは、±2 %以内で、繰返しの再現性は、相対実験標準偏差で 2 %以下が望ま

しい（ISO 22412 参照）。 
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5.3 温度制御 

DLS 装置は、測定セルの温度を必要範囲に収める機能をもつものを用いる。望ましい

温度精度は、±0.3 ℃以内である（ISO 22412 参照）。必要に応じて、外部循環の恒温水槽

等を用いて温度制御する。 

5.4 データ出力 

装置は、散乱強度平均粒子径 DLSd 、体積基準平均粒子径 wd 又は個数基準平均粒子径 nd を

計算でき、それらの結果を出力する機能をもつものを用いる。粒子径分布又は多分散度を

計算でき、結果を出力する機能をもつもの、また、必要に応じて時間相関関数又はパワー

スペクトルを表示・出力できるものが望ましい。 
 

6. 試薬と器具 

6.1 試薬 

測定セルを洗浄したり、希釈したりするための溶媒は、微粒子、特に分散試料中の粒子

よりも大きな微粒子を含まない清浄なものを用いる。例えば、分散に使う溶媒を水にする

のであれば、フィルタでろ過した、いわゆる超純水を用いることが望ましい。 
備考： このⅢ5．では、「超純水」を、「イオン交換フィルタや 0.2 μm 以下のフィ

ルタで精製した、電気抵抗率 18 MΩ･cm 以上、有機炭素濃度 5 ppb 以下、微粒子を

含まない清浄な水」と定義する。 

6.2 粒子径標準物質 

特性値に対してトレーサビリティが明言されている標準物質を用いることが望ましい。

水に分散した 100 nm 程度のポリスチレンラテックスを用いることが望ましい。ただし、

標準物質は、凍らせたりして会合や沈殿が起きないように注意する。 

6.3 器具 

通常の容器や分注器を用いてよい。ただし、分散試料の物理化学的状態（例：pH）を変

化させる容器や器具を用いない。例えば、通常のガラス器具は、pH を変化させる可能性

がある。ｐH を変化させないために、石英ガラス器具又はポリエチレンやポリプロピレン

などのプラスチック器具を用いることが望ましい。 

6.4 デジタルカメラ 

分散試料の状態を記録するために用いることが望ましい。 
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6.5 粘度計 

分散試料の粘度を決定するために、分散試料の動粘度に適合した粘度計を用いる。希薄

な水溶液であれば、動粘度は 0.894 cP mL/ g （25 ℃）であり、例えば、ウベローデ粘度計

やキャノン・フェンスケ粘度計が用いることができる。 
備考： Stokes-Einstein 式に代入すべきは粘度であり、動粘度ではない。粘度をηとす

ると、動粘度は(η/ρ)で与えられる。粘度ηは、以下の式を用いて、分散試料の落

下時間 t から計算する。 

t
ctc 2

1 −=
ρ
η

 
ここで、c1 と c2 とは粘度計固有の定数であり、粘度が既知の水等の液体の落下時間

を測定して決める。 

6.6 恒温水槽 

粘度計全体の温度を制御するために、室温付近（例：25 ℃）で、±0.1 ℃以下に水温を

制御できる能力をもつものを用いる。 

7. 粒子径の測定方法 

7.1 装置の設置 

装置は、清浄な環境に設置する。また、電気ノイズ、機械的振動、直射日光等を避ける

（ISO 22412 8.1 参照）。 
警告： DLS 装置は、光源として目に障害を与え得るレーザ光を用いている。入射光を

直接見ないように、また、反射光が目に入らないようにする。設置する場所に適

用される安全規定を遵守しなければならない。 

7.2 測定試料の調製 

分散媒である培地の腐敗を避けるため、ナノ粒子が分散した分散液は、事前に、冷蔵庫

など低温下で静置し保存する。このとき、試料は凍結してはならない。 
データの再現性を重視する場合、測定試料は静置した分散液の一定の箇所から採取する

ことが望ましい。例えば、分散液の表面から一定の深さから常に採取する。安定な分散液

でも濃度勾配は重力によって徐々に形成され、同じように調製した分散液であっても、試

料中の採取場所によって濃度が顕著に異なる場合もあるからである。 
分散液は、超音波洗浄器等を用いたかくはん等の前処理を行わずに、室温下で測定する。

じんあいからの散乱光を避けるために、測定に関係する全ての試料は、清浄な環境下で調

製しなければならない。 
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7.3 分散液の目視観察 

分散液の入手時及び DLS 測定の前後に、沈殿の生成の有無を目視で確認し、沈殿物の

できる度合いを記録する。可能であれば、デジタルカメラ等を用いて画像として記録す

る。 

7.4 粘度の測定 

化学便覧等の信頼できる文献値がある場合は、文献値を用いることができる。しかし、

信用できる文献値がない場合、分散試料の粘度を測定することが望ましい。 
備考 1： 分散媒を細胞培養液とする場合は、ウベローデ粘度計等を用いることができ

る。恒温水槽に粘度計を浸し、温度を±0.1 ℃以下に制御する。 
備考 2： ナノ粒子の存在によって、分散試料の粘度が著しく上昇することがある。こ

の場合、分散媒の粘度が媒体中のタンパク質濃度と比例する関係を利用し、適切

な計測法（例：流動場分離法）を用いてタンパク質濃度を計測し、分散媒粘度を

算出することが望ましい。 

7.5 DLS 測定に用いる器具の洗浄 

分散液に接触する全ての試料容器や試験器具は、微粒子又は前に用いた粒子試料からの

汚染を避けなければならない。例えば、繰り返し用いる測定セルや注射器は、光学洗浄*
を行うことが望ましい。 
また、通常の使い捨て（ディスポーザブル）のパスツールピペット等は、そのまま用い

ることができる場合が多いが、心配な場合は光学洗浄する。光学洗浄できない場合は、フ

ィルタでろ過又は蒸留した無じんの溶媒で器具を洗浄する。汚染が確認された測定セル、

容器、溶媒等は、用いない。 
注*： 繰返し用いる器具を洗浄する「光学洗浄」は、沸騰したアセトン蒸気の還流を用

いる洗浄法である。冷水を流した冷却管によって凝縮させて滴下してくるアセトンの

液滴によって器具を 30 分間程度洗い乾燥する。通常の還流装置に似ているが、器具

を立てるための工夫が必要である。 

7.6 ブランク測定 

実際に汚染粒子がないことを確認するため、事前にブランク測定を実施する。通常は、

測定セルの洗浄や試料の希釈に用いる水等の散乱光強度を測定する。汚染があると、強い

散乱光が観測される。 
備考： 装置からセルを取り外せない場合は、セルを清浄な溶媒で繰り返し洗浄するか、

試料で共洗いし、散乱光を観測して汚染の有無を評価する。 



Ⅲ5． フラーレンの液中分散計測方法 

47 

7.7 DLS 測定 

7.7.1 技能 
DLS 装置は、十分に訓練され適切に操作できる者が操作する。測定技能の程度は、例

えば、粒子径標準物質の認証値と一致する値を報告できるかどうかで、あらかじめ評価し

ておく。 

7.7.2 測定環境 
装置は、清浄な環境に設置することはもちろん、器具を取り扱う環境、試料調製を行う

環境、測定者の試験衣等も清浄であることが望ましい。特に、水は、測定を阻害するじん

あいを取り込みやすいので注意する。 

7.7.3 DLS 装置の準備 
安定したデータを取得するため、測定の前に、装置の暖機運転をしておく。測定を開始

する前に、測定セルは、あらかじめ設定した温度に達していなければならない。また、測

定中も温度は規定の温度範囲に収まらなければならない。温度範囲としては、±0.3 ℃以

内が望ましい。 
備考 1： レーザの安定度は、レーザ装置の種類によって大きく変わるが、レーザ強度

と測定セルの温度を安定させるため、通常は、15～30 分間の暖機運転が必要であ

る。 
備考 2： 実際に測定セルが設定温度になっているかどうかを事前に評価しておくこと

が望ましい。測定試料の液量が大きい（例：内径 9 mm で容積が 2 mL）場合、設

定温度に達するのに長時間かかる場合がある。例えば、室温付近の 22 ℃から上

昇して、±0.1 ℃に制御された設定温度の 25.0 ℃まで到達するのに 45 分以上必

要な場合がある。 

7.7.4 測定と解析 
各装置の手順書に従って測定し、解析する。測定の繰返し精度を評価するため、最低 3

回の繰返し測定を実施することが望ましい。 

7.7.5 記録 
トレーサビリティと再現性の確保のため、以下の測定条件と結果を記録することが望ま

しい。 
(a) 測定条件：分散試料の情報、測定時刻、測定時間、分散試料の温度、分散試料の

屈折率、分散試料の粘度、分散試料の濃度、レーザ波長、ブランクと分散試料の散

乱光強度等。 
(b) 測定結果：装置等によって計算された散乱強度平均粒子径、散乱光強度及び多分

散度。必要な場合は、体積基準平均粒子径、個数基準平均粒子径、粒子径分布、分

散試料の外観等。 



Ⅲ5． フラーレンの液中分散計測方法 

48 

8. データの解析 

8.1 値の算出 

平均粒子径や散乱光強度などの報告値は、繰返しの平均値として決定する。平均値の算

出方法は選択できるが、どのように算出したかを報告する。 

8.2 不確かさの評価 

報告値に対して不確かさを評価することが望ましい。その際、評価法の妥当性を示すた

め、不確かさ評価の方法を明示する。DLS 測定の詳細な不確かさ評価は、困難を伴うの

で、主要な不確かさ要因についてのみ概算できる。不確かさの要因としては、装置の種類、

測定方式、解析方法、繰返し等がある。 
その装置がもつ他の装置からの偏りをあらかじめ評価することができない場合は、公開

された資料から推定できる。ただし、資料の出典を報告する。 
 

9. 報告 
分散液を使用者等、第三者に提供する場合は、トレーサビリティを確保するために、以

下の事項を報告することが望ましい。 

9.1 一般事項 

(a) 分散試料を特定するための詳細情報（例：粒子試料の情報、分散調製法、分散媒の

情報、分散試料の入手日、搬送方法） 
(b) 測定日、測定者名及び測定機関名 
(c) 装置の妥当性確認に用いた標準物質の情報（生産者名も含む）及び妥当性確認を実

施した日付 
(d) 分散試料の保存条件（例：保存温度、保存場所、保存期間） 
(e) 沈殿生成の目視確認の結果（例：デジタルカメラによる画像） 

9.2 装置及び試験・解析条件 

(a) 装置名、型式及び製造者名 
(b) 妥当性確認に用いた粒子径標準物質と確認の結果 
(c) 測定セルの洗浄条件 
(d) 希釈した場合は、希釈に用いた試薬の情報 
(e) 可能な場合は、分散試料中の粒子試料濃度 
(f) 分散液の屈折率と粘度（文献値の場合は、文献情報） 
(g) 測定温度 
(h) 測定方式（時間相関か周波数解析）及び解析法（キュムラント法等） 
(i) 測定角度 
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(j) 分散媒の組成情報（定性情報も可） 
(k) セルに入れた分散試料の容量 
(l) 報告値の算出方法（例：平均の方法） 
(m) 不確かさの算出方法及び必要に応じて資料の出典 
(n) 測定繰返し回数 

9.3 測定結果 

(a) 散乱強度平均粒子径とその繰返し標準偏差又は不確かさ 
(b) 体積基準平均粒子径及び個数基準平均粒子径とその繰返し標準偏差又は不確かさ 
(c) 散乱光強度とその繰返し標準偏差又は不確かさ 
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附属書 A 精度の評価 
 

A.1 DLS 装置間の変動 

実際のプロジェクトでは、市販の DLS 装置間の偏りについて簡単な評価を行った。 
すなわち、ポリスチレンラテックス単分散粒子径標準物質（平均粒子径が約 75 nm）を

共通試料として異なった 4種類のDLS装置によって散乱強度平均粒子径を測定し、これら

を比較した。測定は、25 ℃で行い、データの解析は、それぞれの装置が規定する標準的

な手順に従って行った。4 種類のうち一つは、産業技術総合研究所で独自開発した高精度

DLS 装置であり、その値を基準にできる。 
図Ⅲ5.1 にその結果を示す。六つのデータの標準偏差は 1.2 nm（相対標準偏差で 1.6 %）

であり、不確かさの範囲で一致した。 
図Ⅲ5.1 において、高精度 DLS 装置（「高精度」）を基準とすると、他の市販装置の値

は、ほぼその不確かさ（エラーバーで表現）に入っていることが分かる。このようなデー

タから、装置間の不確かさをある程度評価できる。 
なお、「高精度」と「準高精度」では、測定角度と濃度を 0 外挿した値であり、後者で

は、「汎用-1」の装置を使っている。「高精度」と「準高精度」以外の強度平均粒子径の

値は、有限の粒子濃度での値であり、濃度が異なれば多少異なる。 
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図Ⅲ5.1 4 種類の DLS 装置で測定したポリスチレン 

  ラテックス標準物質の散乱強度平均粒子径 
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A.2 金属酸化物ナノ粒子の分散試料 

各種の金属酸化物ナノ粒子の分散試料（細胞培養培地 DMEM にウシ胎児血清（FBS）を

加えた分散媒に分散したもの。Ⅴ2 参照。）について、これまで得られた強度平均粒子径

のデータのうち、装置間の変動、粒子径分布解析法の変動及び日間変動に関する典型的な

標準偏差を表Ⅲ5.1 に示す。これらの標準偏差を合成した標準不確かさと相対標準不確か

さも併せて示す。 
 

表Ⅲ5.1 金属酸化物ナノ粒子の分散試料に関する平均粒子径とその不確かさの評価例 

金属酸化物

（試料名） 
強度平均

粒子径 
DLSd  

(nm) 

合成標準

不確かさ 
( )DLSdu  

(nm) 

相対合成

標準不確

かさ 
( ) DLSDLS ddu  

(nm) 

日間変動 
 

( )DLSd du  
(nm) 

装置間変

動 
( )DLSa du  

(nm) 

解析法間

変動 
( )DLSm du  

(nm) 
 

二酸化チタン

TiO2 
162.4 8.1 5.0 % 6.0 3.1 4.4 

酸化ニッケル

NiO 
140.6 6.4 4.6 % 6.1 1.5 1.0 

酸化亜鉛 ZnO 120.9 7.7 6.4 % 3.7 5.6 3.8 
酸化アルミニ

ウム Al2O3 
132.4 7.8 5.9 % 5.3 4.7 3.4 

酸化セリウム

CeO2 
148.4 7.5 5.1 % 5.5 3.7 3.4 
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附属書 B 実施例 
 
工業的に製造・販売されているフラーレンナノ粒子を培養液中に分散したものの粒子径

計測の例を示す。 
 

B.1 試験の概要 

一つの分散試料を三つの分散試料に小分けし、三つの異なった場所で同時に in vitro 試

験、DLS 測定及び濃度測定を行った。DLS 測定については、4 日間にわたって、散乱光強

度と散乱強度平均粒子径を測定した。測定日ごとに三つの異なる装置を用い、2 種類の粒

子径分布解析法によって平均粒子径を求めた。 
 

B.2 DLS 測定条件 

DLS 測定条件を表Ⅲ5.2 に示す。 
 

表Ⅲ5.2 DLS 測定条件 

項目 条件 
粒子試料 フラーレン（C60） 
分散試料 粒子試料を下記の分散媒中に分散した液体 
分散試料の調製法 予備吸着法* 
試料容器 ポリプロピレン製の遠沈管 
分散媒 10 %FBS（ウシ胎児血清）を含む DMEM（細胞

培養培地）。pH 指示薬も含む。 
分散試料の保存条件 冷蔵庫内で保存（温度は 4～5 ℃） 
粒子試料の質量濃度 0.15±0.01 mg/L（蛍光 X 線分析によって測定） 
分散試料の粘度 0.949 cP（流動場分離法によって推定） 
装置名（測定方式、メーカ名等） B.3 参照 
装置の妥当性確認に用いた粒子径標

準物質 
ポリスチレンラテックス 

洗浄 超純水を用いて測定セルを繰り返し洗浄 
測定温度 25.0±0.1 ℃ 
注*：遠心分離操作による培地中のタンパク質の損失を補うための方法。 
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B.3 装置及び器具 

測定に用いた三つの異なる装置の概要を表Ⅲ5.3 に示す。測定に用いた主な器具は、以

下のとおり。 
(a) 石英製 5 mmφ 光散乱測定セル 
(b) ポリプロピレン-ポリエチレン製遠沈管（25 mmφ） 
(c) パスツールピペット（SiO2 の純度が高いもの） 
(d) ディスポーザブルピペット（ポリプロピレン製） 
(e) 超純水（装置洗浄用、0.1 μm フィルタでろ過したもの） 
 

表Ⅲ5.3 測定に用いた装置 

装置 測定方式 波長 
nm 

角度 
deg 

試料量 
mL 

測定セル 
光学系 データ解析法 

D ホモダイン 光子相関法 632.8 90 0.5 石英製の NMR 管（5 mm
径） 

F ホモダイン 光子相関法 660 90 5 ポリプロピレン-ポリエチ

レン製の遠沈管 
U ヘテロダイ

ン 
周波数解析法 780 180 0.3  

 

B.4 沈殿生成の目視確認 

図Ⅲ5.2 に試料の沈殿状況の例を示す。沈殿は全く観察されない。赤茶色は、指示薬の

フェノールレッドとフラーレンとの会合体の吸収が原因である。 
 

(a) 初日の様子  (b) 4 日目の様子 

  

図Ⅲ5.2 フラーレンナノ粒子を培養液中に分散した分散試料の外観 
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B.5 測定手順の流れ（手順の詳細は、Ⅲ5．の附属書 C 参照） 

B.5.1 測定の準備（測定前日までに行う） 
(a) 付着した水溶性の汚れを除去するための、測定セルの純水による洗浄 
(b) 付着したじんあいを除去するため、測定セルのアセトンによる光学洗浄 
(c) 装置内の温度制御の確認（常時ではない） 

B.5.2 測定 
(a) 動的光散乱装置の立ち上げ 
(b) 測定試料の調製 
(c) 測定装置の精度確認（標準粒子を用いる） 
(d) 実試料測定（拡散係数測定＋溶媒粘度測定） 
(e) データの解析 

B.6 測定結果 

DLS 測定結果を表Ⅲ5.4 に示す。 
 

表Ⅲ5.4 フラーレンナノ粒子の平均粒子径と標準不確かさ 

特性 記号 値±標準不確かさ（nm） 
散乱強度平均粒子径 DLSd  219±16 
数（個数基準）平均粒子径 nd  125±10 

 

B.7 安定性の評価結果 

4 日間にわたる散乱強度平均粒子径と散乱光強度の時間変化を図Ⅲ5.3 に示す。両者とも、

ほとんど変化がなく、分散試料は安定である。すなわち、フラーレンナノ粒子は安定して

分散していることを示している。 
図Ⅲ5.3 において、散乱光強度は装置 D で測定され、最初の日の測定値を基準に取った

（値を 1 として）相対値でプロットしてある。各測定日の平均粒子径は、三つの装置で得

たデータの平均である。平均粒子径のエラーバーは全体を通しての不確かさ。両量とも減

少又は増加の傾向は見られないので、本試料は安定していると考えられる。 
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図Ⅲ5.3 細胞培養液中に分散したフラーレン（C60）粒子の散乱強度 

平均粒子径（○）と散乱光強度（●）の日間変動 
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附属書 C 実施例の手順の詳細 
 
Ⅲ5．の附属書 B の実施例の手順の詳細を示す。 
 

C.1 測定の準備（測定前日までに行う） 

C.1.1 測定セルの純水による洗浄 
純水で測定セルを洗浄する。セルが傷つくのを防ぐため、研磨剤等を用いて洗浄をしな

い。培養液等に用いた測定セルには、タンパク質等の水溶性物質が付着している可能性が

高いため、純水によって繰り返し洗浄し、セルに付着している成分がないか、ブラックラ

イト等を使って毎回目視で確認する。 

C.1.2 測定セルのアセトンによる光学洗浄 
測定セル表面に付着しているじんあいを除去するためにアセトンによる洗浄を行う。図

Ⅲ5.4 のような装置を組み、還流蒸留させたアセトンを上から滴下して測定セルを洗浄する。

測定セルにアセトンが残留することもあるため、前日までに洗浄を終わらせ十分に乾燥す

る。乾燥は、乾燥機等を用いず、無じん室で行うことが望ましい。 

 

図Ⅲ5.4 アセトン洗浄器 

 

ゴミが入らないよう、トップ

を通気性のよいもの（紙フィ

ルタなど）で覆う 

ここにアセトンを入れる。突

沸を避けるため、沸石などを

入れる 

ここにセルをセットする 
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C.1.3 装置内の温度制御の確認 
動的光散乱法では、温度変動によって計測粒子径値が変化するので、温度制御について

検討する必要がある。そのために、装置内に設置した測定セル中に測定溶媒を入れ、設置

後の設定温度到達時間を高精度温度計等によって評価する。 
装置内の温度制御の精度を高めるため、恒温室で測定を行うことが望ましい。試料量に

よっては、設定温度への到達時間が著しく変化するので、注意する。 
 

C.2 測定 

C.2.1 動的光散乱装置の立ち上げ 
セルの温度が設定温度に達し安定するまで 30 分間以上待つ。また、レーザ光の強度が安

定するまで、立ち上げてから 30 分間以上待つ。 

C.2.2 測定試料の採取 
冷暗所（4 ℃）において静置、保存していた分散試料の蓋を開け、静置状態をできるだ

け保ったまま、水面下 1 cm の深さからパスツールピペット又はディスポーザブルピペット

を用いて 0.5 mL 試料を採取する。この際、水面が乱されないよう注意する。なお、試料の

採取位置は、有害性試験の実施のために試料を採取する場合と同じにする。 

C.2.3 測定装置の精度確認 
動的光散乱法の測定値のトレーサビリティを確保するため、ポリスチレンラテックスの

粒子径標準物質を用いて装置の評価を行う。これは、セルの洗浄状態を確認する意味でも

重要である。 

C.2.4 分散試料の拡散係数測定 
分散試料のほぼ中央にレーザ光が照射されるよう、測定セルの位置を調整する。試料液

の表面や底面などで測定すると、測定精度が著しく減少するからである。レーザ光がセル

壁面の傷に当たらないことも確認する。 
測定セルを装置にセット後、分散試料の温度が設定温度に到達するまで静置する（事前

に到達時間を評価しておく）。 
設定温度に到達後、散乱光強度が十分観測されるよう、ピンホール等を調整する。適切

な時間相関関数が得られるよう、測定時間等について検討する。例えば、光子相関法によ

る測定では、時間相関関数が十分に減衰する測定条件を検討する。希薄試料又は粒子径の

小さな粒子分散試料については、十分な積算数を確保する。 
繰返し測定を最低 3 回は行い、測定値の再現性（短時間）を確認する。繰返し測定で測

定粒子径値が著しく変化する場合は、測定中に粒子の分散状態が変化している可能性に注

意する。 

C.2.5 溶媒及び分散試料の粘度測定 
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溶媒の粘度測定は、ウベローデ粘度計を用いて行う。粘度計を恒温水槽に設置後、設定

温度に達するまで（例：30 分間）静置する。繰返し測定を最低 3 回行う。 

C.2.6 データの解析 
得られた時間相関関数の解析を、測定装置に組み込まれている解析ソフトを用いて行う。

解析法として、キュムラント法又はモノディスパース法だけでなく、より多分散に適用さ

れる CONTIN 法、ヒストグラム法又はマルチディスパース法を用いる。データを印刷し保

存する。 
光子相関法に基づく解析では、相関時間の範囲を適切に設定し、また、測定ごとに曲線

の回帰が適切であることを確認する。測定データと回帰曲線の一致が悪い解析法は、測定

値の信頼性が著しく低下する可能性に注意する。その他の解析パラメータが粒子径値に対

して与える影響ついても評価しておくことが望ましい。 
データは、報告書に必要とするもの（例：平均粒子径値）全てを出力する。各装置から

の紙への出力結果も報告書と一緒にまとめておくとよい。 
 
 
 

Ⅲ5．の執筆担当者 
衣笠晋一、加藤晴久、高橋かより 
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Ⅲ6（1） フラーレン分散液の透過電子顕微鏡試料の調製方法 

序文 
ナノ粒子の有害性試験において、信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ、

形状、組成等を把握することが必須である。透過電子顕微鏡は、空間分解能が高く、形態

や組成分析、結晶構造解析、化学結合状態解析等が可能であるために、ナノ粒子の最も有

効な計測手法である。 
このⅢ6（1）では、液相に分散したフラーレンナノ粒子を透過電子顕微鏡（TEM）で観

察するための試料調製手順を示す。ナノ粒子は一般に強い凝集性を有しており、液相に分

散したナノ粒子は、TEM 試料を調製する過程において凝集しやすい。特に生物試験に用い

るナノ粒子分散液は、溶媒として水系を用いるため、揮発性の高い有機系溶媒を用いたナ

ノ粒子分散液に比較して溶媒の乾燥中にナノ粒子が凝集しやすいために、凝集を抑制した

手法によって試料を調製する。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ6（1）に示す手順は、一次粒子径が 100 nm 以下の液相ナノ粒子分散系から直径 3 

mm のカーボン支持膜付き TEM グリッド上へのナノ粒子の保持に適用する。ここでは、フ

ラーレンナノ粒子分散液を用いる。 
 

2. 引用規格 
なし 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び材料 

4.1 支持膜付きマイクログリッド 

粉体等の観察試料を保持するために厚さ数十 nm 以下の膜を貼った厚さ数十μm の金属

製網。膜は、通常、アモルファス構造の炭素系膜を用る。 

4.2 親水化処理装置 

支持膜付きマイクログリッドの表面をプラズマ処理することによって水酸基を導入して

親水性にする装置。 
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5. 調製方法 

5.1 TEM 用グリッドの前処理 

直径 3 ミリの透過電顕用支持膜付きマイクログリッドを親水化処理装置によって支持膜

表面を親水化する。 

5.2 TEM 用試料の調製 

80 ℃に保温したホットプレート上にろ紙を載せ、その上に親水化した支持膜付きマイク

ログリッドを載せる。 
マイクロピペットでフラーレンナノ粒子分散液を 10 μL 取り、ホットプレート上の支持

膜付きマイクログリッドに滴下する。 
支持膜付きマイクログリッドを乾燥する。 
 

6. 電子顕微鏡観察結果 
フラーレンナノ粒子分散液から 5.の方法によって調製した試料の TEM 画像を図Ⅲ6.1 に

示す。装置は、Carl Zeiss EM-922 を用い、加速電圧 200 kV で観察した。 
同図(b)から、フラーレン粒子は、1 次粒子径がおよそ 30 nm であり、同図(c)から、フラ

ーレン粒子の結晶格子縞が観察され、フラーレン粒子が結晶質であることが分かる。 
 

 
図Ⅲ6.1 フラーレンナノ粒子の TEM 画像 

スケールバー：(a)  500 nm、(b) 100 nm、(c) 20 nm 
 
 
 

Ⅲ6（1）の執筆担当者 
山本和弘 
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Ⅲ6（2） フラーレンを取り込んだ肺組織の透過電子顕微鏡試料の調製方法 

 

序文 
ナノ粒子の気相暴露吸入や気管内注入による動物試験、培養細胞にナノ粒子を添加した

試験管試験等の有害性試験において、細胞や生体組織へのナノ粒子の取り込み、組織細胞

の形態観察によるダメージの有無、他の組織への移行及び体外への排出を調べることは、

有害性試験の結果を判断する上で重要である。透過電子顕微鏡は、空間分解能が高く形態

や組成分析、結晶構造解析、化学結合状態解析等が可能であるために、ナノ粒子の計測に

おいて最も有効な計測手法である。 
このⅢ6（2）では、ナノ粒子を用いた有害性試験において、生体組織を透過電子顕微鏡

で観察するための試料調製手順を示す。生体組織は、生命活動が停止した直後から刻々と

変化するので、いかに生命活動した状態の組織形態を維持して透過電子顕微鏡試料として

調製するかが重要なポイントとなる。 
 

1. 適用範囲 
このⅢ6（2）に示す手順は、ラットを用いたナノ粒子の気相暴露吸入や気管内注入によ

る動物試験において、ナノ粒子を吸入又は注入された肺組織の透過電子顕微鏡試料の調製

に適用する。ここでは、フラーレンナノ粒子分散液を気管内注入したラットの肺組織を用

いる。 
 

2. 引用規格 
なし 
 

3. 用語、定義及び記号 
以下の用語及び定義のほかは、Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 

3.1 固定 

生命活動の停止による組織の構造変化を停止させて、生体に近い状態に保つ処理。化学

的固定と物理的固定に大別される。 

3.2 化学的固定 

酸化還元反応によって、細胞内のタンパク質や脂質を安定化することによって構造形態

を保持する方法。アルデヒド系固定剤や重金属系固定剤などを用いる。 
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3.3 物理的固定 

組織や細胞内の水を瞬時に凝固させることによって、生きている状態に近い形態を保持

する方法。 

3.4 緩衝液 

生物組織は pH に敏感なため、多少の酸や塩基を加えたり濃度変化が変化したりしても

pH が大きく変化しないようにした溶液。生物組織の電子顕微鏡試料調製では、リン酸緩

衝液やカコジル酸緩衝液が一般的。 

3.5 トリミング 

樹脂包埋した生物試料ブロックの切削面を整形して薄切しやすくする作業。 
 

4. 装置及び材料 

4.1 ウルトラミクロトーム 

樹脂に包埋した生物組織をダイヤモンドナイフによって、厚さ 100 nm 以下の薄さに切

削する装置。 

4.2 加圧シリンジ 

肺胞等の空気を含む組織について、固定液などの液が肺胞内部まで浸透するようにシリ

ンジを加圧するために用いる。 

4.3 恒温槽 

60 ℃の一定温度に保持することができるもの。 
 

5. 調製方法 
生物細胞や組織を透過電子顕微鏡で観察するためには、生きている組織をそのままの状

態に保存しなければならない。この処理を固定という。固定には化学的処理による方法と

物理的固定法があるが、ここでは、化学的固定法を示す。固定した生物細胞や組織は、な

お水分を含有するために、透過電子顕微鏡の真空環境下に導入できない。さらに、透過電

子顕微鏡で組織を観察するためには、100 nm 以下の切片にしなければならないため、組

織を樹脂に包埋する必要があるが、樹脂は、水との親和性が低いことから、直接樹脂を組

織内に浸透させることは困難である。以上から、一旦水からアルコールに置換した後に、

樹脂に置換するのが一般的である。 
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5.1 摘出した肺の前処理 

解剖して摘出した肺に生理食塩水を注入して肺を膨らませる。生理食塩水パックを、肺

から約 50cm の高さにセットし、その水圧で徐々に肺気道から生理食塩水を注入する。 

5.2 肺組織の前固定 

肺に注入した生理食塩水が抜けないように気道を糸で縛り、氷冷（4 ℃）した 2.5 %グ

ルタールアルデヒド - 0.1 M リン酸緩衝液（グルタールアルデヒド固定液）中に 5 分間浸

して全体を固定する。 
肺組織の観察部位をカミソリで約 1 mm 四方の大きさに切り出す。 
加圧シリンジ中でグルタールアルデヒド固定液に浸す。肺組織は、初め浮いているが、

加圧するにつれ、固定液が肺胞の中に入り込み、沈降してくる。加圧した状態で氷水温度

中 20 分間保持する。その後、常圧に減圧し、ガラスバイアルに移し替え、氷水温度のグ

ルタールアルデヒド固定液中で 95 分間保持する（全体でグルタールアルデヒド固定液中

120 分間保持したことになる）。 

5.3 肺組織の洗浄 

0.1 M リン酸緩衝液で洗浄する。氷水温度のリン酸緩衝液に 5 分間浸した後、リン酸緩

衝液を交換する、これを 3回行った後、20分間浸し、再度、リン酸緩衝液を交換。これを

3 回行う。 

5.4 肺組織の後固定 

氷水温度の 1 % 四酸化オスミウム - 0.1 M リン酸緩衝液に浸し、2 時間保持。 

5.5 肺組織の洗浄 

蒸留水で洗浄する。10 分後に交換を 2 回行う。 

5.6 肺組織の脱水処理 

50 %エタノール - 50 %水混合液中でかくはん、5 分間保持。これを 3 回繰り返す。 
70 %エタノール - 30 %水混合液中でかくはん、5 分間保持。液を交換後にかくはん、10

分保持。 
80 %エタノール – 20 %水混合液中でかくはん、5 分間保持。液を交換後にかくはん、

10 分保持。 
90 %エタノール – 10 %水混合液中でかくはん、15 分間保持。これを 2 回繰り返す。 
95 %エタノール – 5 %水混合液中でかくはん、15 分間保持。これを 2 回繰り返す。 
100 %エタノール中でかくはん、30 分間保持。これを 2 回繰り返す。 
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5.7 肺組織の樹脂包埋 

n-ブチルグリシジルエーテルでかくはん、15 分間保持。これを 2 回繰り返す。 
50 % n-ブチルグリシジルエーテル – 50 %エポキシ樹脂混合液中でかくはん、2 時間保持。 
33 % n-ブチルグリシジルエーテル – 67 %エポキシ樹脂混合液中でかくはん、1 晩保

持。 
エポキシ樹脂液中でかくはん、7 時間保持。 
真空中で脱気処理。 
60 ℃恒温槽で 48 時間以上保持し、エポキシ樹脂を硬化。 

5.8 超薄切片の調製 

ウルトラミクロトームで切削する試料が 0.5 mm 四方となるようにトリミング。 
ウルトラミクロトームでダイヤモンドナイフによって 50〜100 nm 厚さに切片を調製。 
親水化処理した透過電子顕微鏡用グリッドに切片を載せる。 

5.9 超薄切片の染色及び補強 

必要に応じて、2 %酢酸ウラン水溶液及び鉛染色液で染色する。必要に応じて、カーボ

ン薄膜を蒸着して補強する。 
 

6. 電子顕微鏡観察結果 
フラーレンナノ粒子分散液（フラーレン量が 0.2 mg/body となるように調製）を気管内

注入して 3 か月経過したラット肺について、5.の方法によって調製した試料の TEM 画像を 
図Ⅲ6.2 に示す。同図の(a)・(b)は、装置として日立 H-7000 を用い、加速電圧 80 kV で観察

したもの。同図の(c)・(d)は、装置として Carl Zeiss EM-922 を用い、加速電圧 200 kV で観

察したもの。 
同図(c)から、フラーレン粒子の結晶格子縞が観察され、フラーレン粒子が結晶質である

ことが分かる。同図(d)に示す電子線回折からも、フラーレン粒子が結晶質であることが確

認できる。 
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図Ⅲ6.2 肺胞マクロファージの TEM 画像 

(b)は(a)中の赤丸部分の拡大像、(c)は(b)中の赤丸部分の拡大像 
 
 
 

Ⅲ6（2）の執筆担当者 
山本和弘 
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Ⅳ. カーボンナノチューブ 

 

Ⅳ1（1） 多層カーボンナノチューブの in vivo 試験用液相分散試料の調製

方法 － 固化粉砕法 

 

序文 

ナノ粒子の生体への影響を調べるための吸入暴露試験や気管内注入試験において、再現

性・信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性

を把握することが必須である。ナノ粒子は、一般に、強い凝集性や凝塊性を有しており、

こうした要件を満たすには、ナノ粒子の凝集体を解砕し、一次粒子にすることが必要であ

る。同時に、界面化学的な手法によって分散媒の特性を制御し、解砕したナノ粒子を安定

な分散状態に保つことが必要である。 
このⅣ1（1）では、in vivo 試験用試料として用いる多層カーボンナノチューブ（MWCNT）

-水分散試料を調製する手順を示す。一般に MWCNT は、長さが 10 μm 以上の単一繊維が

絡まった 50 μm から数百 μm の凝集体を形成している。そのため、MWCNT をできるだ

け一定の長さに、また、できるだけ単一の繊維に孤立分散するには、機械的作用を用いる

必要がある。さらに、安定な MWCNT-水分散試料を得るために、生体に影響の少ない界

面化学的な処理も必要である。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ1（1）に示す手順は、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）の凝集体を固化粉

砕法によって 5 μm 以下の長さに切断し、適当な分散剤を添加することで、固体濃度 1 
mg/mL 以下で MWCNT が孤立分散し、かつ、分散状態が室温において約 1 月にわたって

安定的に維持される MWCNT-水分散試料の調製に適用する。 
固化粉砕法とは、カーボンナノチューブ（CNT）を果糖等の中に分散してから固化し、

その固化体を乾式粉砕し、CNT を切断するとともに液中に分散する方法である。 
 

2. 引用規格 
特になし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
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4. 装置及び器具 

4.1 粉砕機（遊星ボールミル） 

MWCNT の切断及び MWCNT-果糖固化体の粉砕に用いる。FRITSCH 製 P-6 の場合（図

Ⅳ1.1）、内容積 250 mL のジルコニア製ポットに直径 20 mm のジルコニア製ボール約 400 g
を充てんし、回転数 450 rpm（自転/公転比=－9/11）で粉砕する。 

 

ボール

ポット
自転

公転
P-6, FRITSCH  

図Ⅳ1.1 遊星ボールミル 

 

4.2 超音波ホモジナイザ 

粉砕した MWCNT 及びろ過残さの再分散並びに遠心分離した分散液の再分散に用いる。

超音波発信するプローブを液に直接挿入する超音波照射装置で、50 W 以上の出力が可能な

装置（例：Branson 社の model 250 や model 450）。 

4.3 粒子径調整及び分散液精製用装置 

4.3.1 遠心分離機 
分散液中の粗大粒子及び不純物の除去並びに粒子径分布の調整に用いる、20,000×g 以

上の遠心加速度での操作が可能な遠心分離機。 

4.3.2 ろ過装置 
分散液中の粗大粒子及び不純物の除去に用いる、孔径 0.45 μm 及び 1 μm のメンブレ

ンフィルタ。 

4.4 保護具 

6.8 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
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5. 試料 

5.1 分散媒 

分散媒としては、純水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキ

シン除去フィルタ（例：Millipore 社の BioPak）で処理した純水に、所定濃度の分散剤を添

加したものを用いる。 

5.2 分散剤 

Triton X-100 （polyoxyethylene-p-isooctylphenol）。Triton X-100 は、CNT-水分散系を安

定させるために用いられた実績が多くあり、広い範囲の CNT 濃度の試験試料調製に適する。

濃度は、懸濁する CNT の濃度に対応して調整する。ただし、3 mg/mL 以上の濃度では、

ラットを用いた気管内注入試験試料には不適である。 

5.3 原末 

乾燥した固体の MWCNT。 
 

6. 調製方法 

6.1 親水化処理 

MWCNT 2.0 gをエタノール 50 mL中で遊星ボールミルによって 4分間粉砕する。このと

き、粉砕助剤としてブタノール 1 mL を加える。粉砕後、500 mL のビーカに回収した CNT-
エタノール分散液をスターラでかくはんしながら純水 300 mL を加え、120 ℃で 5 時間、

加熱してエタノールを蒸発させて CNT-水分散液とする。 

6.2 固化 

CNT-水分散液に果糖 30 g を加え、120 ℃に加熱した状態で混練する。水を蒸発させ、

容積が 100 mL 程度になった混練物をテフロンビーカに移し、120 ℃に保った乾燥機内に

5 日間放置した後、デシケータ内で冷却し、MWCNT が分散した果糖の固化体を得る。 

6.3 切断 

鉄製乳鉢等を用いて 2 mm 以下に予備粉砕された MWCNT 固化体を遊星ボールミルによ

って回転数 450 rpmで微粉砕する。このとき、粉砕助剤としてブタノールを 0.2 mL添加す

る。 2 分間の粉砕と 15 分間の室温での冷却操作を 10 サイクル繰り返し、粉砕する。なお、

冷却時には、ミル内壁面に付着した粉体をかき落とし、乳棒で粉状にしてから再度、粉砕

する。 
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6.4 洗浄 

ミル内の試料を、目開き 5 mmのふるいで、粉砕ボールと試料を分離する。純水 300 mL
に懸濁したふるい下試料を 24 時間、80 ℃で加熱・かくはんした後、孔径 0.45 μm のメ

ンブレンフィルタでろ過する。ろ過残さを 300 mL の純水中で超音波分散し、2 時間加熱後、

同様にろ過する。この操作をろ液の糖度（Brix%）が 0.1 %以下になるまで繰り返す。糖度

の測定は、携帯可能な糖度計で行う。 
最終的に得たろ過残さを純水 400 mL に分散し、5 mL のアンモニア水を添加後に過酸化

水素 100 mL を加え、スターラでかくはんしながら、80 ℃で 12 時間、加熱する。 

6.5 超音波分散 

表面の糖を洗浄した MWCNT の分散液を孔径 1 μm のメンブレンフィルタでろ過する。

ろ過残さを所定濃度の Triton X-100 水溶液 900 mL 中で 30 分間、超音波分散する。 

6.6 分級 

MWCNT分散液を遠心分離で分級する。遠心加速度3,000×gで遠心分離した沈下物を所

定濃度の Triton X-100 水溶液 300 mL 中で 30 分間、超音波分散する。このような沈下物に

対して 3,000×g での遠心分離を 3～5 回繰り返す。最終的に得た上澄みを更に 20,000×g
で遠心分離する。20,000×g での沈下物を所定濃度の Triton X-100 水溶液 300 mL 中で 30
分間、超音波分散し、MWCNT 水分散試料を得る。 

6.7 濃度調整 

7.3 の粒子濃度評価を行い、所定の Triton X-100 水溶液を用いて所定の MWCNT 濃度に

調整する。 

6.8 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 分散液の評価 

7.1 粒子径分布の測定 

CNT のような異方性粒子の「粒子径」を定義することは難しい。測定方法によっては、

得られた値の物理的な意味が明確ではない。そのため、測定値の相対的な関係から、安定

性などを評価し、又は画像との比較に基づいて幾何学的な特徴を評価する。 
静的光散乱法、レーザ回折法、又は動的光散乱法で評価する。ただし、動的光散乱法の

場合、得られる「粒子径分布」の物理的意味が明確でないので、取扱いに注意する。分布
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が広い試料又は明らかに粒子沈降が確認される試料に対しては、沈降法等の他の測定を併

用する。 
測定結果は、積算分布若しくは頻度分布又は代表径で表示する。そのとき、分布の基準

（散乱光強度基準 r=6、個数基準 r=0 若しくは体積基準 r=3）又は代表径の定義を記述する。

代表径は、各基準のメジアン径又は平均径で表す。 
動的光散乱法による場合、用いた物性値（分散媒粘度、分散媒の屈折率、測定温度）を

併記する。 

7.2 分散状態の観察 

TEM 及び SEM によって分散状態を観察して評価する。CNT 長さ及び太さは、TEM 又

は SEM 画像から評価する。 

7.3 分散液中の粒子濃度の評価 

白金皿（質量 m0 mg）に 10 mL の MWCNT 水分散試料をひょう量する（m1 mg）。乾燥

機によって 120 ℃、3～5 時間乾燥後、ひょう量する（m2 mg）。その後、電気炉で 350 ℃、

30 分間焼成し、ひょう量する（m3 mg）。MWCNT 濃度 CCNT を式(1)に従って算出する。 

    

 

CCNT =
m3 − m0

10
  [mg/mL]

   (1) 
分散剤濃度 Cdisを式(2)で確認する。 

    

 

Cdis =
m2 − m3

10
  [mg/mL]

   (2) 

7.4 安定性の評価 

分散液中の粒子の粒子径（代表径若しくは分布）又は濃度の経時変化から安定性を評価

する。ゼータ電位の測定や沈降性から評価してもよい。 

7.5 結晶構造の変化の評価 

結晶構造の変化は、X 線回折又はラマン分析によって評価・確認する。 
 

8. 参考文献 
内田邦夫、湯村守雄、大嶋哲、吾郷浩樹、特許第 3650819「カーボンナノチューブの切断

方法」（2005.3.4） 
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附属書 A 実施例 
 

A.1 調製条件 

0.05 %の Triton X-100 水溶液中に MWCNT を濃度 0.5 mg/mL で分散した。最終的に得ら

れた分散液における CNT の収率は、20～30 wt%であった。 
 

A.2 MWCNT-水分散系の特性 

A.2.1 分散液の粒子径分布と安定性 
動的光散乱法（日機装の UPA を用いた。）で求めた散乱光基準及び質量基準のふるい下

積算分布及び頻度分布を図Ⅳ1.2 にそれぞれ示す。動的光散乱法の測定条件は、以下のとお

り。 
(a) 分散媒粘度：0.849 mPa･s 
(b) 分散媒屈折率（相対）：1.33 
(c) 測定温度：室温（制御なし） 
4 週間にわたる粒子径分布の変化を図Ⅳ1.2 に示す。 
CNT のような繊維状物質において、動的光散乱法によって得られる「粒子径分布」は、

CNTのいかなる幾何学的な情報と対応しているかは明確ではない。しかし、調製から 4週
間にわたって分布 Q3 に大きな変化が認められないことから、相対的な大きさの変化は認

められないと考えられる。したがって、調製した CNT-水分散試料ほぼ安定しているとい

える。 

A.2.2 MWCNT の分散状態 
分散液中のMWCNTのTEM画像を図Ⅳ1.3に示す。同画像から求めた長さの個数基準及

び質量基準の頻度分布を図Ⅳ1.4 に示す。ここで、質量基準の頻度分布は、MWCNT の形

状を円筒とし直径を 44 μm と仮定して求めた。TEM 画像から、本方法で切断・分散した

MWCNT は良く孤立分散していることが分かる。また、長さが数ミクロン以下に切断され

ていることが分かる。 

A.2.3 X 線回折パターン 
6.6 の方法で分級された MWCNT の X 線回折（XRD）パターンを図Ⅳ1.5 に示す。原料

の XRD パターンと比較して、いずれの分級 CNT の XRD パターンも顕著な変化が認めら

れず、MWCNT のグラファイト構造に対する固化粉砕法の影響は小さい。 
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図Ⅳ1.2 固化粉砕法で調製した MWCNT 分散液の粒子径分布と分散液の安定性 

 
 

 
図Ⅳ1.3 分散した MWCNT の TEM 画像 
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図Ⅳ1.5 固化粉砕法で分散した MWCNT の X 線回折パターン 

 
 
 
 

Ⅳ1（1）の執筆担当者 
内田邦夫、遠藤茂寿 
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Ⅳ1（2） 多層カーボンナノチューブの in vivo 試験用液相分散試料の調製

方法 － 超音波処理法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための吸入暴露試験や気管内注入試験において、再現

性・信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性

を把握することが必須である。 
また、カーボンナノチューブ（CNT）のような繊維状ナノ粒子に対する「繊維仮説」を

検証するためには、比較的長い繊維の状態で水中に孤立分散した CNT の分散液を用いた

有害性試験が重要になっている。 
このⅣ1（2）では、比較的長い多層カーボンナノチューブ（MWCNT）に関する気管内

注入試験用試料を調製する手順を示す。粉砕法に比べ衝撃やせん断などの作用がなく、操

作が簡便な超音波によって MWCNT を孤立分散する。さらに、生体に影響の少ない界面

活性剤を用い、安定な MWCNT-水分散試料を得る。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ1（2）に示す手順は、MWCNT の凝集体を超音波法によってほぐし、MWCNT が

比較的長い繊維の状態で孤立分散した気管内注入試験用の分散試料の調製に適用する。

MWCNT の濃度は、最大で 1 mg/mL とする。試料調製から気管内注入試験にわたる期間

（約 1 週間）、分散液の分散安定を確保できる適当な分散剤を用いる。 
なお、本手順では、粒子径及び濃度の調整は行わず、容器に仕込んだ CNT を分散後、そ

のまま試験試料とする。 
 

2. 引用規格 
特になし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 

4.1 分散機 

超音波バス（例：Branson 5510J-MT、出力 135 W、周波数 42 kHz）。 
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4.2 容器 

100 mL のスクリュ式蓋付きガラス製容器（以下「バイアル」という）。滅菌処理された

ものが良い。 

4.3 保護具 

6.4 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 分散媒とその調製 

5.1.1 分散媒 
気管内注入試験を行うため、分散媒には 10 m･mol/L のリン酸緩衝生理食塩水（PBS）を

用いる。MWCNT の安定分散を図るため、5.1.2 の分散剤を添加する。PBS の調製には、純

水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキシン除去フィルタ（例：

Millipore 社の BioPak）で処理した純水を用いる。PBS は、電解質を含むため、一般に分散

安定を阻害する。そこで、分散剤11 mg/mLを含みPBSを含まない分散媒を用いてMWCNT
を孤立分散した後、分散剤を含まない 100 m･mol/L の PBS を加え、10 m･mol/L の PBS 溶

液（分散剤濃度 10 mg/mL）に調製する。 

5.1.2 分散剤 
分散剤は、ポリソルベート 80 を用いる。エンドトキシン除去フィルタ（例：Millipore

社の BioPak）で処理した純水によって、CNT の超音波分散に用いる濃度 11 mg/mL である

（PBS を含まない）分散媒を調製する。 

5.2 原末 

乾燥した固体の MWCNT。 
 

6. 調製方法 

6.1 原料分散液 

試験試料としての粒子濃度は、最大 1 mg/mL とする。 
5.1.2 で調製した、PBS を含まない分散媒 45 mL を入れた 100 mL のバイアルに所定量の

粉体試料を投入し、シールする。ここで、仕込まれる MWCNT の質量は、6.3 の PBS 添加

した試験試料中の CNT 濃度が気管内注入試験における濃度になるようにする。例えば、

試験試料での CNT 濃度を 1 mg/mL とする場合、50 mg の CNT を仕込む。 
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6.2 分散 

CNT 分散液 45 mL が入った 100 mL のバイアルを超音波バスの所定の位置（超音波バス

の水が最も激しく振動する、超音波発信子のほぼ直上）に設置する。超音波バスの液高さ

をバイアル中の分散液の液面で最も強い共振が得られるように調整する。 
所定の時間（1～2 時間）、超音波照射を行い、分散する。 
超音波照射されている MWCNT 分散液の状態を図Ⅳ1.6 に示す。 
 

water

ガラスバイアル (100 mL)

CNT懸濁液

超音波バス  

図Ⅳ1.6 超音波バスによる分散 

 

6.3 PBS の添加 

100 m･mol/L の PBS を 6.2 で調製した MWCNT 分散液に 5 mL 加え、10 m･mol/L の PBS
溶液 50 mL に調製する。 

6.4 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 分散液の評価 

7.1 粒子径分布の測定 

CNT のような異方性粒子の「粒子径」を定義すること難しく、また、測定方法によって

得られた値の物理的な意味が明確ではない。そのため、測定値の相対的な関係から安定性

等を評価し、又は画像との比較に基づいて幾何学的な特徴を評価する。 
静的光散乱法又はレーザ回折法で評価する。後者の例を図Ⅳ1.7 に示す。 
測定結果は、積算分布 Qr 若しくは頻度分布 qr 又は代表径で表示する。そのとき、分布

の基準（個数基準 r=0 若しくは体積基準 r=3）又は代表径の定義を記述する。代表径は、

メジアン径（個数基準若しくは体積基準）又は平均径（個数基準若しくは体積基準）で表

す。静的光散乱法による場合、用いた物性値（粉体と分散媒の屈折率）を併記する。 
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図Ⅳ1.7 超音波分散した MWCNT の体積基準の粒子径分布とその安定性 

 

7.2 分散状態の観察 

TEM 及び SEM によって分散状態を観察して評価する。CNT 長さ及び太さは、TEM 又

は SEM 画像から評価する。SEM 画像及び TEM 画像の例を図Ⅳ1.8 に、長さ分布を図Ⅳ1.9
に示す。ここで、質量分布は、MWCNT の形状を円筒とし、直径を一定と仮定して計算し

た。 
 

 

図Ⅳ1.8 超音波分散した MWCNT の SEM 画像(a)・(b)と TEM 画像(c)・(d) 

 
 



Ⅳ1（2） 多層カーボンナノチューブの in vivo試験用液相分散試料の調製方法 － 超音波処理法 

78 

0

2

4

6

8

10

12

14
16

0.1 1 10 100
頻

度
分

布
 (

%
)

長さ l (µm)

MW CNT 1mg/mL
超音波分散90分

個数基準

質量基準

 

図Ⅳ1.9 超音波分散した MWCNT の長さの分布 

 

7.3 安定性の評価 

分散液中の粒子径（代表径又は分布）の経時変化から安定性を評価する。ゼータ電位の

測定や沈降性から評価してもよい。 

7.4 結晶構造の変化の評価 

グラファイト構造の変化は、ラマン分析又は X 線回折（XRD）によって評価・確認する。

ラマンスペクトルの測定例を図Ⅳ1.10 に示す。 
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図Ⅳ1.10 超音波分散した MWCNT のラマンスペクトル 

 

8. 参考文献 
遠藤茂寿、丸順子、内田邦夫、“Tween80 を分散剤にした多層カーボンナノチューブ

（MWNTs）の超音波による水中分散”、粉体工学会誌、47 (2010) 600-607. 
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附属書 A 実施例 

A.1 調製条件 

10 mg/mL の Tween80 を含む 10 m･mol/L PBS 中に MWCNT を 1 mg/mL で分散した。超

音波バスは、Branson 5510J-MT（出力 135 W、周波数 42 kHz）を用い、液面高さを 2.2 cm
として超音波処理を行った。 

 

A.2 MWCNT-水分散試料の特性 

A.2.1 分散液の粒子径分布と安定状態 
レーザ回折法（Sympatec 社の Helos を用いた。）で求めた質量基準の頻度分布 q3 を図Ⅳ

1.7 に示す。90 分間超音波分散した直後と分散液に 6.3 の PBS 添加を行った試料、さらに、

それを 1 週間放置した試料、それぞれの頻度分布の変化を示す。 
CNT のような繊維状物質においてレーザ回折法によって得られる「粒子径分布」は、

CNT のいかなる幾何学的な情報と対応しているかは明確ではない。しかし、いずれの q3

にも大きな変化がみられないことから、相対的な大きさの変化は起きていないと考えられ

る。したがって、調製した CNT-水分散試料は、ほぼ安定しているといえる。 

A.2.2 MWCNT の分散状態 
90 分間分散した CNT の TEM 画像及び SEM 画像を図Ⅳ1.8 に示す。また、同画像から求

めた長さの個数基準及び質量基準の頻度分布を図Ⅳ1.9 に示す。TEM 画像から、本方法で

切断・分散した MWCNT は、良く孤立分散していることが分かる。長さの分布は、20 μ
m 以下になっている。 

A.2.3 ラマンスペクトル 
超音波分散時間を変えて分散したMWCNTのラマンスペクトルを図Ⅳ1.10に示す。原料

のラマンスペクトル及び G/D 比と比較して、顕著な変化を認めず、超音波処理による

MWCNT のグラファイト構造の変化はないと考えられる。 
 
 
 

Ⅳ1（2）の執筆担当者 
遠藤茂寿 
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Ⅳ1（3） 単層カーボンナノチューブの in vivo 試験用液相分散試料の調製

方法 － 超音波処理法 

 

序文 
このⅣ1（3）では、in vivo 試験用試料として用いる単層カーボンナノチューブ（SWCNT）

分散液を調製する手順を示す。超音波バスを用いて SWCNT を分散するとともに、生体に

影響の少ない界面化学的な方法によって安定な分散系を調製する。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ1（3）に示す手順は、超音波処理を用いた SWCNT の安定な水分散系の調製に適

用する。 
 

2. 引用規格 
JIS K 3850-3:2000 附属書 B（規定）「超音波浴槽の作動条件の設定及び標準化」 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 

4.1 超音波処理装置 

適切な発振周波数と出力をもつバス式の超音波処理装置（いわゆる超音波洗浄器）。試

料冷却のための機構を備えているものが望ましい。 

4.2 試料容器 

超音波処理に耐える強度をもったガラス製の容器及び密閉可能な蓋。 

4.3 予備分散装置 

回転刃をもち機械的な粉砕が可能なホモジナイザ（例：キネマチカ社のポリトロン）。 
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4.4 ろ過装置 

孔径 5 μm のメンブレンフィルタ及びろ過装置一式。 

4.5 遠心分離機 

1,000×g 前後の能力の遠心分離機。 

4.6 保護具 

6.7 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試薬及び試料 

5.1 原末 

乾燥した粉末状の SWCNT。 

5.2 分散剤 

ポリソルベート 80（例：MP Biomedicals 社の Tween 80）。 

5.3 純水 

純水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキシン除去フィルタ

（例：Millipore 社の BioPak）で処理した水。 
 

6. 調製方法 

6.1 分散媒の調製 

純水に対して分散剤 3 mg/mL を加え、十分にかくはんし、溶解したものを分散媒とす

る。 

6.2 原末及び分散媒のひょう量と混合 

一定量の分散媒を試料容器に移す。濃度 0.3 mg/mL となるように原末を加える。 
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6.3 予備分散 

超音波処理の効率向上のための予備的な処理である。試料を泡立てないよう注意しつつ、

予備分散装置を用いて試料を処理する。粗大な粒子を粉砕し、同時に、粒子に付着した気

泡を奪い分散媒になじませることで、液面に浮遊する粒子を沈降させる。典型的な処理時

間は、1～5 分間である。 

6.4 超音波分散 

試料容器を蓋で密閉し、超音波処理装置で一定時間処理する。処理に当たっては、試料

へ効率良く超音波が伝搬されるよう、試料容器の位置と水槽の水深を調節する。 
処理中に気泡が存在すると、超音波が大きく減衰するため、原末が分散されないまま残

留する原因となる。処理中に気泡が発生し蓄積するような位置・水深は、可能な限り避け

る。 
さらに、試料全体が常に均一に交じり合うよう、定期的なかくはんなどの操作を行うこ

とが望ましい。 
液温の上昇は、分散粒子の凝集を誘起する原因となり得る。超音波による発熱が試料に

影響しないよう、適切に冷却する。 
超音波は、SWCNT に損傷を与える可能性がある。損傷が進むと、SWCNT の破砕で生

じた炭素くず（デブリ）が増加してゆく。デブリの発生を最小限にとどめるよう、超音波

処理の強度と処理時間を調節する。 
備考： 上記以外の注意点は、以下のとおり。 

(a) 超音波によって試料容器が摩耗し、破片や粒子となって試料に混じる可能性

がある。作業終了後に試料容器の洗浄と乾燥を行い、摩耗による白濁など容器の

損傷の有無を確認するとよい。定量的な検査のためには、純水に対して超音波処

理を行い、乾燥残さをひょう量する。 
(b) 超音波は、試料に対してソノケミカル反応を誘起し、分散媒中の共存成分の

分解及び原末との反応を誘起する可能性がある。 
(c) 試料容器内の試料のエネルギー吸収率は、超音波水槽のデザイン、水深、水

槽内の試料の位置、ガラスの厚さ等の諸条件によって変化する。各試験室では、

諸条件を最適化し、その後は、エネルギー吸収率が変化しないよう条件を統一し

て、超音波分散処理の再現性を確保する（参考文献 1)参照）。 

6.5 再分散 

分散媒に含まれる余剰分散剤を除去するための処理である。 
ろ過装置を用いて試料をろ過し、分散粒子をメンブレンフィルタ上に捕集する。捕集し

た分散粒子をフィルタから剥離し、別途用意した純水へ移して濃度を調製し、6.4 の手順

に従って再度分散を行う。 
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6.6 粗大な粒子の除去 

分散系の安定性向上のために行う。 
常温で、典型的には 1,000×g、30 分間の遠心分離処理を行い粗大な粒子を沈降させる。

上澄みを回収して最終的な分散液試料とする。 
備考： もし、試料に金属粒子が含まれる場合は、遠心分離処理によって SWCNT より

も速やかに沈殿する。また、分散剤との親和性の違いによって特定のカイラリティ

をもつ SWCNT のみが優先的に沈殿する可能性がある。そのようにして、遠心分離

処理の前後で試料の成分比、SWCNT の直径分布、SWCNT の半導体形／金属形の比

率などが変化する（つまり偏析を起こす）可能性があることに留意しておく（参考

文献 2)及び 3)参照）。また、希釈は、分散液試料の粒子径分布を変化させる可能性

がある。 

6.7 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 報告 
分散液を使用者等、第三者に提供する場合は、トレーサビリティを確保するために、以

下の事項を報告することが望ましい。 
(a) 分散処理を実施した年月日、実施者、実施機関等 
(b) 原末に関する情報（製造者名、品名、ロット番号、製法の大別（CVD、アーク放電

等）や用いた触媒金属種など） 
(c) 分散試料に含まれる原末、分散剤、緩衝剤等の共存成分の濃度 
(d) 超音波処理装置の仕様（製造者名、品名、形式（バス式、ホーン式等）、発振周波

数、発振出力等） 
(e) 超音波分散処理の条件（超音波の照射時間、試料の冷却等） 
(f) 再分散や粗大な粒子の除去を行った場合、その方法 
 

8. 分散液の評価 

8.1 分散液中の粒子濃度の評価 

10 mL の試料を白金皿に量り取り、乾燥用オーブンに入れ 120 ℃で 3～5 時間乾燥する。

その後、電気炉で350 ℃、30分間燃焼する。燃焼後の試料質量からSWCNT濃度を計算す

る。 
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9. 実施例 
以下の試料・装置を用い、1 % Tween 80 水溶液を分散媒として 5 時間の超音波処理の後、

6.5 と 6.6 に従って純水への再分散と粗大な粒子の除去を行った。 
(a) 原末：SWCNT、鉄を触媒として CVD 法によって合成したもの（A 社製） 
(b) SWCNT 分散濃度：0.25 mg/mL、分散媒は Millipore 社の Milli-Q で精製した水（1 %

以下の Tween 80 を含む） 
(c) 装置：バス式超音波処理装置（超音波システム研究所の 533S、発振周波数 40 kHz、

180～240 W） 
SWCNT 濃度 0.25 mg/mL に調製した分散系の AFM 画像及び画像から測定した粒子径分

布を図Ⅳ1.11 に示す。粒子径分布の測定は、Ⅳ4．の附属書 B の方法に従った。粒子径分

布は、6枚のAFM画像から測定された 580個の繊維状粒子の長さに基づく。分布のメジア

ンは 0.19 μm である。 
 

 

図Ⅳ1.11 代表的な AFM 画像（左）及び測定した粒子径分布（右） 

 

10. 参考文献 
1) JIS K 3850-3:2000 附属書 B（規定）「超音波浴槽の作動条件の設定及び標準化」 
2) M. S. Arnold, A. A. Green, J. F. Hulvat, S. I. Stupp, M. C. Hersam, “Sorting carbon nanotubes 
by electronic structre using density differentiation”, Nature Nanotech, 1 (2006), 60-65. 
3) S. Freiman, S. Hooker, K. Migler S. Arepalli eds., “Measurement issues in single wall carbon 
nanotubes”, NIST recommended practice guide, NIST Special publication, 960-19 (2008). 
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Ⅳ2． 多層又は単層カーボンナノチューブのエアロゾル調製・輸送技術及び

計測方法 

 

序文 
吸入暴露による in vivo ナノ粒子有害性試験を可能とするためには、被験ナノ粒子を動

物が十分吸入可能なサイズで気中分散し、これを安定的に動物に暴露する技術が必要であ

る。また、気中粒子試料のサイズ、濃度、形態などの性状を評価し、さらに暴露試験中に

これらの性状が安定的に保たれていることを確認することも重要である。 
このⅣ2．では、in vivo 吸入暴露試験を実施するために、液中に分散した試験用カーボ

ンナノチューブ（CNT）を気中に分散する手順、気中分散した試験用 CNT を暴露容器へ輸

送する手順及び暴露容器内の試験用 CNT の性状を評価する手順を示す。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ2．に示す手順は、長さが 5 μm 以下、直径が 100 nm 以下の多層又は単層 CNT を

分散した液からの CNT エアロゾル粒子の調製、当該エアロゾル粒子の吸入暴露用の容器

への連続供給、そして、当該供給状態（個数基準粒子径分布・質量濃度）とその安定性の

継続的監視に適用する。 
 

2. 引用規格 
Ⅲ2．の 2.を参照。 
 

3. 用語及び定義 
以下の用語及び定義のほかは、Ⅲ2．の 3.1～3.4 を参照。 

3.1 エアロダイナミックパーティクルサイザ 

エアロゾル粒子の慣性力と粘性抵抗を利用して粒子を分級し、空気力学径の分布を求め

る装置。 

3.2 カスケードインパクタ 

エアロゾル粒子の慣性力の大小によって粒子を分離・捕集する慣性インパクタを、直列

に多数連ねた装置。 
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4. 装置 
主要な装置を以下に記す。これらの装置の構成を図Ⅳ2.1 に示す。 

 
図Ⅳ2.1 装置の構成 

 

4.1 エアロゾル発生・輸送に関わる装置 

Ⅲ2．の 4.1.1～4.1.4 を参照。 

4.2 エアロゾル性状評価に関わる装置 

4.2.1 エアロゾル粒子サンプリング用配管 
Ⅲ2．の 4.2.1 を参照。 

4.2.2 インラインエアロゾル計測システム 
インラインエアロゾル計測システムは、エアロゾル粒子のサイズ分布及び個数濃度を連

続的かつ迅速に計測する装置（群）である。被測定粒子のサイズを考慮すると、最も有効

な計測方法は、微分形電気移動度粒子径分析法（ISO 15900）と考えられる。 
また、エアロダイナミックパーティクルサイザ及び粒子径分布の連続計測ができるカス

ケードインパクタは、機器相当径としてミクロンオーダーの粗大エアロゾル粒子の混入割

合を確認するのに有用である。 
備考： 実際のプロジェクトでは、微分形電気移動度粒子径分析法に基づく、DMA と

CPC から成るインラインエアロゾル粒子測定システムを用い、エアロゾルは流量 0.3 
L/分で吸引した。このシステムでは、電気移動度径として 10～500 nm の範囲の粒子

の粒子径分布を約 3 分間で計測するように設定した。 

4.2.3 粒子捕集系  
Ⅲ2．の 4.2.3 を参照。 
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4.2.4 質量濃度測定系 
Ⅲ2．の 4.2.4 を参照。ただし、備考 1 の記述中、「フラーレン」は、「多層又は単層 CNT」

と読み替える。 
 

5. 実施手順 

5.1 分散液の濃度調整と分散状態の確認 

Ⅳ1（1）又はⅣ1（3）に従って調製した多層又は単層 CNT 分散液を、後述の液中 CNT
濃度に調製するため、純水で希釈し、30 分間程度、超音波バスで分散する。この操作の

後、目視で分散液中に沈殿が生じていないことを確認する。 

5.2 分散状態の保持の確認 

Ⅲ2．の 5.2 を参照。ただし、当該記述中、「Ⅲ5.」は「Ⅳ5.」と読み替える。 

5.3 エアロゾル発生・輸送装置の清浄化 

Ⅲ2．の 5.3 を参照。ただし、当該記述中、「図Ⅲ2.1」は「図Ⅳ2.1」と読み替える。 

5.4 分散液の噴霧とエアロゾル粒子のインライン計測による性状評価 

Ⅲ2．の 5.4 を参照。ただし、当該記述中、「図Ⅲ2.1」は「図Ⅳ2.1」と読み替える。 

5.5 エアロゾル粒子の捕集による性状評価 

粒子捕集系を運転し、基板上に捕集した粒子を電子顕微鏡で観察する。顕微鏡画像では、

種々の形態の粒子（単繊維状粒子、CNT が束状となった粒子、糸まり状の粒子等）が観察

されると考えられる。それらの特徴、存在割合等を把握する。また、顕微鏡画像から粒子

のサイズ分布を求める。長軸径、長軸と直交する方向の径等が、サイズの定量表現の候補

である。 

5.6 エアロゾル粒子の質量濃度の測定 

Ⅲ2．の 5.6 を参照。 

5.7 分散液濃度とエアロゾル粒子発生・輸送装置の運転条件の選定 

分散液の濃度及びエアロゾル発生・輸送装置の運転条件を種々変更して、5.1～5.6 の手

順を繰り返す。条件の変更方法に応じて、いくつかの手順の省略は可能である。ここで得

た計測結果から、実施する試験に対して最適な条件を検討する。最適条件の選定では、以

下の要素を勘案する。 
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(a) エアロゾル粒子の性状（粒子径分布、個数濃度、質量濃度、形態） 
(b) エアロゾル流量 
(c) 噴霧液の消費速度 
最適条件を定めたのち、生体暴露試験に適用するために、連続試験の時間にわたって、

発生したエアロゾル粒子の粒子径分布が、実施試験の水準に照らして十分に安定している

か否かを、インラインエアロゾル粒子計測システムで確認する。 
備考： 実際のプロジェクトでは、上記の要素のほかに、希釈前の分散液の性状と、暴

露試験期間中の分散液の総消費量に関する制約も勘案して、噴霧液の条件を定め

た。その結果、多層CNT については、CNT の質量濃度を 0.025 wt%、分散剤（Triton 
X）の濃度を 0.0125 wt%とした。噴霧液の送液速度、すなわち、消費速度は、約 0.8 
mL/分に設定した。噴霧装置を通過する加圧空気の流量は、25 L/分（大気圧換算）

とした。この条件で、エアロゾルを生じさせた液滴のサイズ（体積基準の幾何平均

値）は、約 6 μm と推定された。このサイズの液滴を、流路中の慣性衝突による壁

面損失を抑制しつつ乾燥・エアロゾル化するために、外壁加熱（90～100 ℃）を用

いた乾燥系によって、二流体ノズルを出た直後の液滴群を迅速に加熱・乾燥でき

るようにした。一方、単層 CNT では、分散液の CNT 濃度及び分散剤（ポリソルベ

ート 80）濃度を共に 0.03 wt%とした。噴霧液消費速度は約 0.6 mL/分、加圧空気流

量は 35 L/分とした。この場合は、二流体ノズル下流の流路で、粗大液滴を衝突に

よって除いた後に外壁加熱することが有効であった。エアロゾル化した液滴のサ

イズの推定値は約 2 μmであった。さらに、多層CNT、単層CNT 共に、帯電中和系

の空気流量は、10 L/分とした。 

5.8 暴露容器へのエアロゾルの導入 

エアロゾルを暴露容器に導入するために、エアロゾルが図Ⅳ2.1 で経路 b を通るように

切替バルブを設定する。暴露容器は、内部の試験動物に要求される換気条件を考慮して、

暴露容器の入口付近で必要流量の清浄空気を加え続けておく。暴露容器内の環境は、温度

20～25°C、微減圧になるように設定しておく。 
なお、実際の吸入暴露試験を行う前の予備的試験（5.9）を行う場合には、試験動物を暴

露用容器に入れない。 
備考： 実際のプロジェクトでは、多層CNT の試験では 65 L/分、単層CNT の試験では

55 L/分の清浄空気をそれぞれ加えることで、暴露容器に合計 100 L/分で、被験ナノ

粒子を含む空気が流通するようにした。エアロゾルが経路 a を通っているときには、

上記の清浄空気の流量を 100 L/分とすることで、暴露容器内には常に定流量の空気

が通過するようにした。 

5.9 暴露容器中のエアロゾルの性状の予備的確認試験 

Ⅲ2．の 5.9 を参照。 
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5.10 暴露試験の実施 

Ⅲ2．の 5.10 を参照。ただし、当該記述中、「図Ⅲ2.1」は「図Ⅳ2.1」と読み替える。 

5.11 対照試験の実施 

Ⅲ2．の 5.11 を参照。 
 

6. 実施例 
実施した暴露試験で暴露容器内からサンプリングしたエアロゾル粒子の粒子径分布と電

子顕微鏡画像の例を図Ⅳ2.2 と図Ⅳ2.3 に示す。 

 

図Ⅳ2.2 エアロゾル粒子の電気移動度径分布（6 時間の試験中での経時変化） 

(a) 多層 CNT、 (b) 単層 CNT 
 
 

 

図Ⅳ2.3 エアロゾル粒子の走査電子顕微鏡画像 

(a) 多層 CNT、 (b) 単層 CNT 
 
 



Ⅳ2． 多層又は単層カーボンナノチューブのエアロゾル調製・輸送技術及び計測方法 

90 

Ⅳ2．の執筆担当者 
島田学、櫻井博 



Ⅳ3． 多層カーボンナノチューブの組織中含有量分析方法 

91 

Ⅳ3． 多層カーボンナノチューブの組織中含有量分析方法 

 

序文 
カーボンナノチューブ（CNT）の有害性評価を行うため、CNT を暴露したラットの体内

組織に残留する CNT 量を測定し、残留量の経時変化等の挙動を明らかにする必要があ

る。 
このⅣ3.では、多層カーボンナノチューブ（MWCNT）を投与又は暴露したラットの肺

組織中の MWCNT を定量する手順を示す。ラット肺組織をホモジナイズした試料につい

て、酸分解及び高温加熱分解によって組織由来の有機炭素を分解除去後、MWCNT を燃焼

酸化式全炭素分析法によって定量する。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ3.に示す手順は、MWCNT を界面活性剤（例：Triton-X）を用いて分散した分散液

を気管内注入したラット又は当該分散液のエアロゾルを吸入暴露したラットの肺組織中の

MWCNT 量の測定に適用する。本分析に用いる試料は、ラット肺組織を生理食塩水を用い

てホモジナイズした試料とする。 
なお、本分析手順がホモジナイズ試料の分析に適用可能かを事前確認することが望まし

い。例えば、MWCNT 既知量の分散液をホモジナイズ試料に添加した試料を分析して、

MWCNT の回収率（通常は 100±10 %） を確認するとよい。 
 

2. 引用規格 
なし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
以下の用語及び定義のほかは、Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 

3.1 燃焼酸化式全炭素分析法 

試料中の全炭素量を測定する方法。試料中の炭素を酸素及び酸化触媒存在下で高温にす

ることで酸化燃焼させて、発生する二酸化炭素の赤外吸収スペクトルの吸光度を赤外分光

光度計によって測定する。得た吸光度から全炭素量を決定する。 
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4. 装置 

4.1 ホモジナイザ 

肺組織をホモジナイズすることが可能な装置（例：キネマチカ社のポリトロン

RT3100）。 

4.2 酸分解装置 

ラット肺組織ホモジナイズ試料と硝酸を入れたガラス容器をホットプレート（例：ヤマ

ト科学株式会社の HF-61）上に置き、ラット肺組織を酸分解する装置。 

4.3 ろ過装置 

酸分解後の試料から MWCNT 粒子を分離する装置。石英ろ紙（例：アドバンテック東洋

株式会社の QR-100）をガラス製ろ過器（例：アドバンテック東洋株式会社の KG-25）に装

着し、酸分解後の試料をポンプによって吸引することで、ろ紙上に MWCNT 粒子を分離

捕集する装置。 

4.4 マッフル炉 

4.2 によって分離した MWCNT 粒子に付着するラット組織由来の難分解性有機炭素を高

温加熱分解する装置（例：ヤマト科学株式会社の FP42）。 

4.5 燃焼酸化式全炭素分析装置 

4.4 によって分離した MWCNT を定量する装置 （例：島津製作所の SSM-5000A/TOC-V）。

装置原理は、3.1 で述べたとおりである。装置の概要を図Ⅳ3.1 に示す。キャリアガスとし

て酸素ガスを用いる。試料ボート（例：セラミックス製ボート）は分析試料を触媒燃焼部

に導入するために用いる。酸化燃焼部は酸化触媒（例：白金及び酸化コバルト混合触媒）

を充てんしており、MWCNT を二酸化炭素に分解するため加熱する。発生した二酸化炭素

ガスは水分除去部を通過した後、赤外分光光度計（例：非分散形赤外分光光度計（NDIR））
によって吸光度を測定する。炭素量既知の検量線溶液（例：グルコース水溶液や MWCNT
分散液）の吸光度を測定し、吸光度と炭素量の関係から MWCNT 量を決定する。 

 
 
 
 



Ⅳ3． 多層カーボンナノチューブの組織中含有量分析方法 

93 

 

109

1

7
2

5

6

4

3

8

 

図Ⅳ3.1 燃焼酸化式全炭素分析装置 

1 試料導入部、 2 試料導入シャッタ、 3 移動棒、 
4 燃焼酸化部、 5 分析試料、 6 試料ボート、 7 酸化触媒、 
8 キャリアガス導入部、 9 水分除去部、 10 赤外分光光度計 

 

4.6 チューブミキサ 

ラット肺組織ホモジナイズ試料を MWCNT 定量分析に供するため、解凍後の試料を均

一混合する装置（例：井内盛栄堂（現：アズワン株式会社）の TMS）。 
 

5. 試薬及び試料 

5.1 グルコース 

JIS K8824 に準じた特級試薬（例：和光純薬工業株式会社の D(+)-グルコース特級）。 

5.2 硝酸 

残留元素濃度が 1ppb 以下の超高純度試薬（例：関東化学株式会社の 60 %硝酸

ultrapure）。 

5.3 水 

純水製造装置（例：日本ミリポア株式会社の Milli-Q TOC システム）によって製造され

た水。 

5.4 MWCNT 分散液 

MWCNT 粉末を界面活性剤水溶液（例：Triton-X 水溶液）に分散した分散液。 

5.5 酸素ガス 

純度 99.9 %以上の酸素ガス。 
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5.6 生理食塩水 

日本薬局方が定める生理食塩液の調製方法に従って調製した溶液。 

5.7. ラット肺組織試料 

ラットを解剖して肺組織を摘出し、重量計測の後に－80 ℃で冷凍保存した試料。肺組

織は左右別に採取してもよい。体内動態を正確に調べるためには、組織標本にリンパ節を

含めないよう、解剖時に注意が必要である。 
 

6. 分析方法 

6.1 肺組織のホモジナイズ試料の調製 

5.7 の組織試料に、重量の 3 倍量の生理食塩水を添加し、ハサミで細かく切り、ホモジ

ナイザでホモジナイズ処理を行う（例：10,000 rpm）。なお、全ての作業は、氷中など冷

却条件下にて行う。ホモジナイズ後すぐに抽出操作を行わない場合は、－80 ℃で冷凍保

存しておく。冷凍試料は、再解凍して分析に供するが、組織の沈殿が生じるため解凍後に

チューブミキサを用いて試料を均一混合する。 

6.2 ホモジナイズ試料の分解処理 

酸分解及び高温加熱分解によってラット肺組織ホモジナイズ試料中の有機炭素を分解除

去し、MWCNT を分離捕集する。 

6.2.1 酸分解 
6.1 で調製したホモジナイズ試料を、パスツールピペットを用いてガラス瓶に量り取る

（例：10 mL ガラス瓶にホモジナイズ試料を 0.2 g）。この瓶に硝酸を加えてホットプレー

ト上に置き 120 ℃（試料温度）で 8 時間加熱する。加熱蒸発によって溶液量が減少するた

め、適宜硝酸を加え、硝酸が枯渇しないようにする。加熱後室温まで放冷し 5.3 の水を加

える。この分散液をかくはんしながら石英ろ紙を装着したガラス製ろ過器に注ぎ込み、吸

引ポンプによって、ろ紙上に MWCNT 粒子を分離捕集する。洗浄瓶を用いて、5.3 の水で

ガラス瓶及びろ過器に付着残留した MWCNT 粒子を、ろ紙上に洗い落とし、MWCNT 粒

子を、ろ紙上に捕集する。 

6.2.2 高温加熱分解 
MWCNT 粒子を捕集した、ろ紙をセラミックス製平皿に乗せて、400 ℃に設定したマッ

フル炉内で 15 分間加熱する。この高温加熱分解によって MWCNT 粒子に残留した肺組織

由来の難分解性有機炭素が分解する。加熱後、室温まで放冷する。 



Ⅳ3． 多層カーボンナノチューブの組織中含有量分析方法 

95 

6.3 MWCNT の定量 

燃焼酸化式全炭素分析装置を用いて、6.2 の手順によって肺組織から分離した MWCNT
を定量する。 

6.3.1 燃焼酸化式全炭素分析装置の使用方法 
分析前に、キャリアガスを流し、燃焼酸化部の温度を、MWCNT が二酸化炭素に分解す

る温度に設定する（例：900 ℃）。分析試料を試料ボートに乗せ、試料導入部のシャッタ

を開けてボートを挿入する。シャッタを閉じた後、NDIR の吸光度が一定であることを確

認後、ボートを燃焼酸化部に移動し、分析試料を燃焼酸化する。発生した二酸化炭素を赤

外分光光度計によって吸光度を測定する。MWCNT の測定例を図Ⅳ3.2 に示す。 
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図Ⅳ3.2 MWCNT の測定例（試料：10 μg MWCNT） 

 

6.3.2 MWCNT 量の測定 
炭素量既知のグルコース水溶液を検量線試料として用いて、6.2 の手順によって肺組織

から分離したMWCNT を定量する。なお、全炭素分析装置の測定条件において、MWCNT
が二酸化炭素に完全に燃焼酸化しているか事前確認しておく。検量線試料はグルコース水

溶液のほか、MWCNT 分散液を 6.2 の処理を行った試料を用いてもよい。また、この

MWCNT 分散液は、1.で述べた、本分析手順の適用範囲を調べるときの添加回収用溶液と

しても用いることができる。分散液中の MWCNT 濃度は、6.3.3 の方法であらかじめ決定

しておく。 
グルコース検量線試料は、グルコース試薬をステンレス製薬さじでメスフラスコに入れ

て天びんでグルコースを精確に量り、純水を加えて溶解し一定容量にする。検量線溶液の

測定は試料ボートの中に石英ろ紙を置き、そのろ紙上にグルコース検量線試料をガラス製

マイクロシリンジ（ハミルトン社製 1710）を用いて滴下し、6.3.1 によって吸光度を測定

する。測定したい MWCNT 量に合わせて滴下量を変えて、グルコースの検量線を作成す
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る。検出限界は、燃焼酸化式全炭素分析装置の性能や分析条件によるが、一例として、

0.3 μg の報告がある。 
次に、肺組織ホモジナイズ試料を測定する。6.2 の手順に従い MWCNT を分離捕集した

ろ紙を試料ボート上に乗せて、6.3.1 の手順に従い MWCNT の吸光度を測定する。グルコ

ースの検量線を用いてホモジナイズ試料の MWCNT を定量する。この値と、別途測定し

たホモジナイズ試料及び肺組織の各重量値を用いて、肺組織中の MWCNT 濃度（例：μg/g 
(組織、wet)）を決定する。 

6.3.3 分散液中の MWCNT 濃度の決定 
分散液中の MWCNT 濃度は、以下の手順で決定する。炭素濃度既知のグルコース水溶

液を検量線試料として用いて、6.3.2 に従い検量線を作成する。MWCNT 分散液を 6.2 と同

じ前処理を行い、MWCNT を分離捕集する。6.3.1 の手順に従い吸光度を測定し、グルコ

ース検量線を用いて分散液中の MWCNT 濃度を決定する。 
 

7. 参考文献 
M. Tamura, M. Inada, T. Nakazato, K. Yamamoto, S. Endo K. Uchida, M. Horie, H. Fukui, H. 
Iwahashi, N. Kobayashi, Y. Morimoto, H. Tao, “A determination method of pristine multiwall 
carbon nanotubes in rat lungs after intratracheal instillation exposure by combustive 
oxidation-nondispersive infrared analysis”, Talanta, (2011), 84, 802-808. 
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Ⅳ4． 単層カーボンナノチューブの in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

－ 超音波処理法 

 

序文 
このⅣ4.では、in vitro 試験用試料として用いる単層カーボンナノチューブ（SWCNT）の

細胞培地中分散液を超音波処理によって調製する手順を示す。超音波処理を行う装置とし

て、試験室向けのバス式装置、いわゆる、超音波洗浄器を用いる。SWCNT を分散する液

相として、ウシ胎児血清（FBS）が添加された DMEM 培地を用いる。FBS は、培養細胞に

与える栄養であると同時に、SWCNT を液相中で分散・安定化するための分散剤として機

能する。この調製方法の長所は、本来培地に含まれない界面活性剤等の分散剤を in vitro
試験系へ追加せずに済むことである。また、これから試験を行う培地と試料分散液が同質

であるために、分散液を培地へ添加する際に凝集などの状態変化も比較的起こりにくい。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ4.に示す手順は、SWCNT 原末からのバス式超音波処理装置を用いた培地中分散

試料の調製に適用し、主として超音波の効率的な照射のための技術的な指針を提供する。 
もし、ここで述べる以外の分散媒や分散剤の使用を検討する場合でも、このⅣ4.の基本

的な部分は、適用することができる。また、最終的に達成される分散液の性状（例えば、

粒度分布、最大分散濃度、試料の粘度、経時変化やその他のかく乱に対する安定性、起こ

り得る汚染など）は、用いる SWCNT 原末や装置の種類等の試験条件にも大きく依存する。

使用者は、目的を満足する性状を備えた分散液を得るために、用意された SWCNT 原末や

装置に合わせて試料調製操作の詳細を試験室内で最適化していく必要がある。 
 
 

2. 引用規格 
JIS K 3850-3:2000 附属書 B（規定）「超音波浴槽の作動条件の設定及び標準化」 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 
用いる装置及び器具には、必要に応じ滅菌処理を施す。 
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4.1 超音波処理装置 

適切な発振周波数と出力をもつバス式の超音波処理装置（市販の超音波洗浄器など。例

えば、本文の附属書 A に記載のもの）。試料冷却のための機構を備えているものが望まし

い。 

4.2 試料容器 

250 ℃の加熱及び超音波処理に耐える強度をもったガラス製の容器及び密閉可能な蓋。 

4.3 電気炉 

250 ℃に調節可能な電気炉。 

4.4 予備分散装置 

回転刃をもち、機械的な粉砕が可能なホモジナイザ（例：キネマチカ社のポリトロン）

の使用が望ましい。ただし、4.1 で指定した超音波処理装置でも代用可能。 

4.5 遠心機 

1,000×g 前後の能力をもつ遠心分離機。 

4.6 クリーンベンチ 

分散液の主成分である細胞培地への雑菌汚染を防止するため、分散操作にはクリーンベ

ンチの用い、又はこれに準じた無菌操作を行うことが望ましい。ただし、ナノ粒子の飛散

による暴露防止のため、ファンは用いない。また、光の影響を避けるため、蛍光灯や紫外

線ランプを用いない。 

4.7 保護具 

6.6 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 原末 

単層カーボンナノチューブ乾燥粉末。 
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5.2 分散媒 

DMEM 培地。10 %FBS 及び 1 %抗菌抗真菌剤を含む。 
 

6. 調製方法 

6.1 ひょう量 

電子天びんを用いて必要量の原末を量り取り、試料容器に移す。 

6.2 滅菌及びエンドトキシンの失活 

試料容器にアルミホイルで蓋をし、電気炉を用いて 250 ℃で 2時間加熱する。室温まで

冷却した後に取り出す。Ⅱ章の 3.1 及び 3.2 を参照のこと。 
備考： 加熱処理は、原末に含まれる SWCNT、アモルファスカーボン、揮発性物質等

の成分の物理的・化学的な構造や量比を変化させる可能性がある。必要に応じて、

熱重量分析、熱重量－質量分析などの手法を用いて試料に損傷を与えない温度の

上限を確認しておくとよい。 

6.3 分散媒の添加 

目的の濃度となるように試料容器に分散媒を加える。 

6.4 超音波分散 

試料容器を蓋で密閉し、超音波処理装置で一定時間処理する。処理に当たっては、試料

へ効率良く超音波が伝搬されるよう、試料容器の位置と水槽の水深を調節する。 
処理中に気泡が存在すると、超音波が大きく減衰するため、原末が分散されないまま残

留する原因となる。処理中に気泡が発生し蓄積するような位置・水深は、可能な限り避け

る。特に、最初の数分間は注意深く処理を行い、原末に付着した気泡を奪い、液面に浮遊

する原末を沈降させる（例えば、キネマチカ社のポリトロンのような、機械的なかくはん

と破砕が可能なホモジナイザを用いて予備的分散を行うことによって、当操作をより効果

的に実施できる）。 
さらに、試料全体が常に均一に交じり合うよう、定期的なかくはんなどの操作を行うこ

とが望ましい。 
液温の上昇は、分散粒子の凝集を誘起する原因となり得る。超音波による発熱が試料に

影響しないよう、適切に冷却する。 
超音波は、SWCNT に損傷を与える可能性がある。損傷が進むと、SWCNT の破砕で生

じた炭素くず（デブリ）が増加してゆく。デブリの発生を最小限にとどめるよう、超音波

処理の強度と処理時間を調節する。 
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備考： 上記以外の注意点は、以下のとおり。 
(a) 分散媒のイオン強度が大きい場合に、液温の上昇による分散粒子の凝集が特

に起こりやすいことが確認されている。一般的に、イオン強度の小さい分散媒を

用いることで凝集に対する安定性を向上することができる。 
(b) 超音波によって試料容器が摩耗し、破片や粒子となって試料に混じる可能性

がある。作業終了後に試料容器の洗浄と乾燥を行い、摩耗による白濁など容器の

損傷の有無を確認するとよい。定量的な検査のためには、純水に対して超音波処

理を行い、乾燥残さをひょう量する。 
(c) 超音波は、試料に対してソノケミカル反応を誘起し、分散媒中の共存成分の

分解及び原末との反応を誘起する可能性がある。 
(d) 試料容器内の試料のエネルギー吸収率は、超音波水槽のデザイン、水深、水

槽内の試料の位置、ガラスの厚さ等の諸条件によって変化する。各試験室では、

諸条件を最適化し、その後は、エネルギー吸収率が変化しないよう条件を統一し

て、超音波分散処理の再現性を確保する（参考文献 1)参照）。 

6.5 後処理 

必要に応じて遠心分離を行い、未分散の粗大な粒子を除去する。例えば、試料に対し、

常温で、1,000×g、30 分間の遠心分離を行い、粗大な粒子を沈降させた後、上澄みを回収

して分散液試料とする。また、希釈などの濃度調節を行う。 
備考 もし、試料に金属粒子が含まれる場合は、遠心分離処理によって SWCNT よりも

速やかに沈殿する。また、分散剤との親和性の違いによって特定のカイラリティをもつ

SWCNT のみが優先的に沈殿する可能性がある。そのようにして、遠心分離処理の前後で

試料の成分比、SWCNT の直径分布、SWCNT の半導体形／金属形の比率などが変化する

（つまり偏析を起こす）可能性があることに留意しておく（参考文献 2）及び 3)参照）。

また、希釈は、分散液試料の粒子径分布を変化させる可能性がある。 

6.6 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 報告 
分散液を使用者等、第三者に提供する場合は、トレーサビリティを確保するために、以

下の事項を報告することが望ましい。 
(a) 分散処理を実施した年月日、実施者、実施機関等 
(b) 原末に関する情報（製造者名、品名、ロット番号、製法の大別（CVD、アーク放電

等）や用いた触媒金属種など） 
(c) 分散液に含まれる原末、分散剤等の共存成分の濃度 
(d) 超音波処理装置の仕様（製造者名、品名、形式（バス式、ホーン式等）、発振周波

数、発振出力等） 
(e) 超音波分散処理の条件（超音波の照射時間、試料の冷却等） 
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(f) 後処理を行った場合、その内容 
 

8. 参考文献 
1) JIS K 3850-3:2000 附属書 B（規定）「超音波浴槽の作動条件の設定及び標準化」 
2) M. S. Arnold, A. A. Green, J. F. Hulvat, S. I. Stupp, M. C. Hersam, “Sorting carbon nanotubes 
by electronic structre using density differentiation”, Nature Nanotech. 1 (2006) 60-65. 
3) S. Freiman, S. Hooker, K. Migler S. Arepalli eds., “Measurement issues in single wall carbon 
nanotubes”, NIST recommended practice guide, NIST Special publication, 960-19 (2008). 
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附属書 A 実施例 
 
手順書に従って実施された分散系調製試験及び分散液評価の事例を示す。 
 

A.1 装置 

A.1.1 超音波処理装置 
超音波洗浄器（SHARP UT-53N、発信周波数 35 kHz、出力 55 W）を用いた。また、洗浄

槽の水を循環冷却して試料の液温上昇を抑えた。 

A.1.2 試料容器 
石英ガラス製のビーカ（容量 100 mL）及び蓋としてシリコンゴム栓を用いた。 

A.1.3 電気炉 
温調装置を備えたマッフル炉を用いた。 

A.1.4 予備分散装置 
ロータ・ステータ式のホモジナイザ（IKA 社のウルトラタラックス）を用いた。 

A.2 試料 

A.2.1 原末 
単層カーボンナノチューブ（A 社製）。 

A.2.2 分散媒 
DMEM 基礎培地 500 mL に対し、ウシ胎児血清 50 mL 及び抗菌抗真菌剤 5 mL を加え、

泡立てないように十分にかくはんしたものを用いた。 

A.3 分散操作 

A.3.1 ひょう量 
電子天びんで粉体試料 84.2 mg を量り取り、試料容器に移した。 

A.3.2 滅菌及びエンドトキシンの失活 
試料容器にアルミホイルで蓋をし、電気炉を用いて 250 ℃で 2時間加熱し、室温まで冷

却してから取り出した。 

A.3.3 分散媒の添加 
試料容器に分散媒 42.0 mL を加え、試料濃度を 2.0 mg/mL とした。 
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A.3.4 予備分散 
予備分散装置を用いて原料液を 5 分間処理した。 

A.3.5 超音波分散 
試料容器を蓋で密閉し超音波処理装置で4時間処理した後、分散媒で10倍に希釈しさら

に 30 分間処理した。試料容器の位置と水槽の水深は、試料へ効率良く超音波が伝搬され

るように、試料容器中の粉体試料と分散媒の振動や揺動を観察しながら調節した。また、

水槽水を循環冷却し、温度を 10 ℃以下に維持した。最終的に粉体試料は全て分散し、残

留物が生じないようにした（濃度 0.2 mg/mL）。 
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附属書 B 分散液の評価方法 
 
Ⅳ4．によって調製される分散液の性状（例えば、粒度分布、分散可能な最高濃度、粘度、

経時変化やその他のかく乱に対する安定性、起こり得る汚染）は、用いる SWCNT 原末や

分散する液相、装置の種類に大きく依存する。使用者は、目的を満足する性状を備えた分

散液を得るために、用意した SWCNT 原末と装置に合わせて操作の詳細を試験室内で最適

化する必要がある。しかし、そのために必要な SWCNT 分散液の評価方法は、現時点では

十分に確立されているとはいえない。 
この附属書 B に示す分散液の評価方法は、Ⅳ4．の附属書 A で調製した分散液に対して

実施したものである。基本的に、学術文献等で比較的よく使用されている方法を採用した。

ただし、それらの方法の中には、経験的な要素が大きく、定量性や客観性に乏しいものも

存在する。分散処理前後の試料について、複数の手法から多角的な測定を行うことで、よ

り客観性の高い評価を下すことができる。 
 

B.1 粒子径分布の測定 

原子間力顕微鏡（AFM）画像からの測定又は動的光散乱法（DLS）による。前者につい

て、以下に述べる。後者については、Ⅳ5．を参照。 

B.1.1 基板の用意 
酸化膜付きシリコン基板を用意し、B.5 の参考文献 1)の方法に従って表面修飾を施す。

すなわち、基板を純水に浸して 10 分間静置した後、室温で 15 分間真空引きして乾燥する。

続いて、3-アミノプロピルトリエトキシシラン 1 m･mol/L を添加したジクロロエタンに 30
分間浸す。回収した基板をジクロロエタン及び純水で順にすすいだ後、乾燥する。 
備考： 基板の表面修飾は、SWCNT 分散粒子の付着率を改善するために行うが、

SWCNT粒子表面の化学的状態、液のpH、共存する分子等によって、最適な表面修

飾は異なる。 

B.1.2 観察用試料の調製 
基板に分散液試料を滴下し、乾燥させないように注意して 5 分間静置する。基板を純水

中で軽くすすぎ、ブロワで乾燥して観察用試料とする。 
備考１： 分散粒子を、基板に適切な分布密度で付着させることが重要である。分布密

度が高すぎる場合は、複数の粒子の重なり合いによって正確な測定ができない。

付着率を下げる必要がある場合は、静置する時間を短くするか、試料を希釈する。

ただし、希釈によって粒子径分布が変化する可能性があることに注意する。 
備考 2： SWCNT 分散粒子の基板への付着率は、粒子のサイズに依存して変化する可

能性がある。粒度分布が広い場合は、正確な測定は難しい。 

B.1.3 AFM 画像の取得 
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適切に校正した AFM を用いて観察を行う。観察用試料からランダムに選択した複数の

測定点から、一定倍率で画像を取得する。常に鮮明な画像が得られるよう、定期的に探針

の交換を行う。 

B.1.4 粒子測定 
取得した画像から SWCNT 粒子の粒子径を測定する。正確な粒子径分布を測定するため、

画像内に含まれる全ての粒子について測定を行う。画像中の粒子数が多い場合は、例えば、

以下の方法によってサンプリングする。 
(a) 画像を升目に区切り、ランダムに選択した升目中の粒子を全て測定する。 
(b) 一定方向に直線を引き、直線上の粒子を全て測定する。 
備考 1： AFM を用いる場合は、粒子の形状のみ判別が可能である。測定する SWCNT

以外にも高アスペクト比の粒子が含まれる場合は、別の手段で判別しなければな

らない。 
備考 2： より厳密な粒子計測には、ISO 13322-1 Particle size analysis -- Image analysis 

methods -- Part 1: Static analysis methods を参照。 

B.1.5 報告 
以下について報告する。 
(a) 代表的な AFM 画像 
(b) 測定に用いた AFM 画像数、スケール及び測定した粒子数 
(c) 測定された粒度分布（ヒストグラム又は累積度数分布） 
(d) 代表径（メジアン、平均値等） 
(e) 粒子の測定法の概略（観察用試料の調製方法、データ解析手法、用いた粒子解析ソ

フトウェア等） 

B.1.6 実施例 
装置は、日本ビーコ社の Dimension 3100 （Nanoscope IIIa コントローラ使用、Tapping 

AFM モード）を用いた。観察用試料からランダムに選択した 5×5 μm の領域で画像を取得

した。粒子の測定には、画像計測用ソフトウェア UTHSCSA Image Tool（テキサス大学サ

ンアントニオ健康科学センター歯学部歯科診断科学科、同センターのサイト

http://ddsdx.uthscsa.edu/Imagetool.asp で無料配布）を用いた。また、Ⅳ4．の附属書 C も参

照。 
(a) AFM 画像数：6 枚。そのうち代表的なものを図Ⅳ4.1 に示す。 
(b) 測定粒子数：580 個 
(c) 粒子径分布：図Ⅳ4.1 に示す。 
(d) 代表径：メジアン 0.25 μm、平均値 0.34 μm 
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図Ⅳ4.1 代表的な AFM 画像（左）及び測定した粒子径分布（右） 

 

B.2 分散状態の観察 

透過電子顕微鏡（TEM）によって観察する。 

B.2.1 観察用試料の調製 
分散液試料を支持膜付きマイクログリッドに数滴滴下し、乾燥して観察試料とする。 

B.2.2 観察 
明視野像で観察し、画像を撮影する。観察すべき内容として、例えば、以下のような項

目が挙げられる。 
(a) SWCNT の状態：直径、長さ、壁面の直線性、欠陥やキンクの有無など。 
(b) 凝集状態：分散粒子はバンドルか孤立化しているか。バンドルの場合は、構成す

る SWCNT の本数、バンドルの長さや幅、バンドルの形状（分岐の有無等）。 
(c) その他の構成成分の有無：多層カーボンナノチューブ、金属粒子（触媒金属、分散

処理における汚染等）、炭素物粒子（グラファイト、オニオン状炭素等）、アモルフ

ァス炭素（分散媒成分が共存すると判別は難しい）等。 

B.2.3 報告 
観察条件（加速電圧等）と観察内容について記載し、代表的な観察画像を掲載する。観

察画像は、分散粒子の全体と細部の状態が伝わるよう、倍率を変えて複数枚掲載すること

が望ましい。SWCNT 以外の構成成分についても主要なものは掲載することが望ましい。 
備考： 報告例を示す。 

(a) 観察条件：JEOL JEM-1010 を使用（加速電圧：100 kV） 
(b) 観察画像：代表的なものを図Ⅳ4.2 に示す 
(c) SWCNT の状態：直径約 3 nm、壁面の直線性は良、キンクあり 
(d) 凝集状態：数本から十数本の SWCNT から成るバンドル。長さ 0.1～1 μm 
(e) その他の構成成分：2～3 層から成る多層 CNT（まれ）、金属粒子なし 
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図Ⅳ4.2 代表的な TEM 観察画像 

B.3 分散液中の粒子濃度の評価 

少量の粉体試料を残さが生じないよう、完全に分散媒に分散し、濃度既知の基準試料を

調製する。基準試料と未知試料の濁度を測定し、その比から未知試料の濃度を計算する

（B.5 の参考文献 2)及び 3)参照）。 
 

B.4 不燃性残さ（灰分）の測定 

分散前後の試料について、熱重量分析（TGA）によって測定する。 
なお、熱重量分析の替わりに、800 ℃まで昇温可能なマッフル炉等を用いても同様の測

定を行うことができる。熱重量分析を行う利点として、粉体試料に含まれるアモルファス

炭素量や SWCNT 品質についても情報を得ることができる（B.5 の参考文献 4)及び 5)を参

照）。 

B.4.1 測定 
分散処理前の粉体試料は、そのまま熱重量分析装置で測定する。測定条件として、乾燥

空気を流通しつつ、5 ℃/分の速度で 800 ℃まで昇温する。分散液試料は、孔径 0.2 μm の

メンブレンフィルタで減圧ろ過し、分散粒子を捕集する。フィルタに純水 200 mL を注い

で捕集物を洗浄した後、超音波処理で純水 40 mL に再分散する。この捕集と再分散を 3 回

繰り返した後、真空オーブンで 115 ℃に保ち 3日間乾燥し、粉体試料と同じ条件で熱重量

分析を行う。 
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B.4.2 データ解析 
粉体試料及び分散液試料の熱重量曲線から、残さ重量(wt%)を読み取る。 

B.4.3 報告 
昇温速度、雰囲気、熱重量曲線と測定された灰分(wt%)を報告する。 
備考： 報告例を示す。 

(a) 昇温速度：5 ℃/分 
(b) 雰囲気：乾燥空気 
(c) 熱重量曲線：図Ⅳ4.3 に示す。 
(d) 灰分：分散前試料で－0.1 wt%、分散後試料で 4 wt% 

 

 

図Ⅳ4.3 分散前の原末（青・破線）と分散液（赤・実線）の熱重量曲線 

 

B.5 参考文献 

1) T. P. Burgin, J. C. Lewenstein, D. Werho, “Investigations into the mechanism of adsorption of 
carbon nanotubes onto aminopropylsiloxane functionalized surfaces”, Langmuir 21 (2005) 
6596-6602. 
2) L Jiang., L. Gao, J. Sun, “Production of aqueous colloidal dispersions of carbon nanotubes”, J. 
Colloid Interface Sci. 260 (2003) 89-94. 
3) K. Matsuura, T. Saito, T. Okazaki, S. Ohshima, M. Yumura, S. Iijima, “Selectivity of 
water-soluble proteins in single-walled carbon nanotube dispersions”, Chem. Phys. Lett. 429 
(2006) 497-502. 
4) S .Arepalli, P. Nikolaev, O. Gorelik, V. G. Hadjiev, W. Holmes, B. Files, L. Yowell, “Protocol 
for the characterization of single-wall carbon nanotube material quality”, Carbon 42 (2004) 
1783-1791. 
5) S. Freiman, S. Hooker, K. Migler S. Arepalli eds., “Measurement issues in single wall carbon 
nanotubes”, NIST recommended practice guide, NIST Special publication, 960-19 (2008). 
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附属書 C 繊維状分散粒子の長さ測定 
 
単層カーボンナノチューブ（SWCNT）を個々の単繊維に分離し孤立化して液中に分散す

ることは、適切な分散剤を用い遠心分離による抽出作業を経ない限り困難である。この操

作を行わない場合は、通常、液中の SWCNT 繊維の大半はファンデルワールス力によって

集合し束（バンドル）を形成した状態で存在する。したがって、SWCNT 繊維状分散粒子

には、しばしば複雑に枝分かれ（分岐）した粒子が観察される。そうした粒子について粒

子径（長さ）をどのように測定するか、定められた方法はない。とはいえ、系統的な測定

を行うために何らかの方針が必要であることから、今回は、独自に定めた以下の規則に従

って測定した。 
AFM による繊維状粒子の測定例を以下の規則 2.～規則 5.ごとに図Ⅳ4.4 に示す。図中に、

繊維長の測定部位を繊維状粒子と平行した矢印線で示す。 
規則 1. 非球形の粒子（目算でアスペクト比 3 以上）のみ測定する。 
非球形の粒子が SWCNT かどうか、AFM 以外の方法（TEM など）によってあらかじめ

確認しておく必要がある。今回の試験では、非球形の粒子のほとんどが SWCNT（ごく少

量の 2～3 層の多層カーボンナノチューブを含む。）であり、また、球形粒子のほとんどが

分散媒に由来する成分であることが TEM によって確認されている。 
AFM 探針の摩耗が進むと画像上の見かけのアスペクト比が変化するため、探針は、適

宜交換し常に良好な状態を保つようにする。 
規則 2． 分岐をもたない繊維状粒子は、繊維に沿った道なりの長さを測定する（図Ⅳ

4.4-A）。 
粒子が湾曲/屈曲して基板に付着している場合、その湾曲/屈曲が付着時に起こったもの

か、液中での存在状態を反映しているのか判定することは難しい。液中で取り得る可能性

のある最大の長さを測定する。 
規則 3. 数個の比較的少ない分岐をもつ繊維状粒子は、最も長い経路に沿った長さを測

定する（図Ⅳ4.4-B）。規則 2.と同様、液中でとり得る可能性のある最大の長さを測定す

る。 
規則 4. X 字状になった粒子は、2 本が重複したものとみなし、別個に測定する（図Ⅳ

4.4-C）。 
規則 5. 3 本以上の繊維が複雑に絡み合った粒子は、目算によってだ円近似し、長径を

測定する（図Ⅳ4.4-D）。 
なお、今回の試験では、規則 5.に該当する粒子はごく少数であり、また、規則 3.と規則

4.に該当する粒子も規則 2.に該当するものに比較して決して多くはなかったため、個数基

準で表す限り、粒子径分布に大きな影響を与えなかったと推測される。 
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図Ⅳ4.4 繊維状粒子の測定例 

 
 
 

Ⅳ4．の執筆担当者 
水野耕平、藤田克英 
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Ⅳ5． カーボンナノチューブの液中分散計測方法 

 
このⅣ5．の内容は、Ⅲ5．とほぼ同一であるため、重複部分は省略する。 
 

序文 
このⅣ5．では、液体中、特に in vitro 試験用に培養液中に分散したカーボンナノチュー

ブ（CNT）ナノ粒子とその凝集体の平均粒子径を動的光散乱法（DLS）によって決める手

順を示す。同時に、散乱光強度の時間的変化と沈殿生成の目視確認によって、ナノ粒子と

その凝集体が安定して分散しているかどうかを評価する手順も示す。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ5．に示す手順は、液体中に分散した CNT ナノ粒子とその凝集体に適用する。測

定する平均粒子径の範囲は、市販の DLS 装置が適応できるおおよそ 20～1000 nm である。 
一般に、CNT 試料は、広波長領域にわたって強い吸光係数をもつため、透過形 DLS で

は、超希薄試料の場合を除き、粒子径を計測するのは困難である。CNT 試料からの散乱

光強度が異常に低下している場合は、信頼性の高い粒子径を計測できない可能性があるた

め、注意が必要である。 
 
 
 
 

附属書 A 精度の評価 
 
Ⅲ5 の附属書 A を参照。 
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附属書 B 実施例 
 
単層カーボンナノチューブナノ粒子を培養液中に分散したものの粒子径計測の例を示

す。 
 

B.1 試験の概要 

一つの分散試料を三つの分散試料に小分けし、三つの異なった場所で同時に in vitro 試

験、DLS 測定及び濃度測定を行った。DLS 測定については、4 日間にわたって、散乱光強

度と散乱強度平均粒子径を測定した。光子相関法によって平均粒子径を求めた。 
 

B.2 DLS 測定条件 

DLS 測定条件を表Ⅳ5.1 に示す。 
 

表Ⅳ5.1 DLS 測定条件 

項目 条件 
粒子試料 単層カーボンナノチューブ（直径約 3 nm） 
分散試料 粒子試料を下記の分散媒中に分散した液体 
分散試料の調製法 超音波照射分散（バス式） 
試料容器 ポリプロピレン製の遠沈管 
分散媒 10 %FBS（ウシ胎児血清）を含む DMEM（細胞

培養培地）。pH 指示薬も含む。 
分散試料の保存条件 冷蔵庫内で保存（温度は 4～5 ℃） 
粒子試料の質量濃度（仕込み） 0.2 mg/mL 
分散試料の粘度 0.935 cP（流動場分離法によって推定） 
装置名（測定方式、メーカ名等） B.3 参照 
装置の妥当性確認に用いた粒子径標

準物質 
ポリスチレンラテックス 

洗浄 超純水を用いて測定セルを繰り返し洗浄 
測定温度 25.0±0.1 ℃ 

 

B.3 装置及び器具 

測定に用いた装置の概要を表Ⅳ5.2 に示す。測定に用いた主な器具は、以下のとおり。 
(a) ポリプロピレン-ポリエチレン製遠沈管（25 mmφ） 
(b) パスツールピペット（SiO2 の純度が高いもの）  
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(c) ディスポーザブルピペット（ポリプロピレン製） 
(d) 超純水（装置洗浄用、0.1 μm フィルタでろ過したもの） 

 

表Ⅳ5.2 測定に用いた装置 

装置 測定方式 波長 
nm 

角度 
deg 

試料量 
mL 

測定セル 
光学系 データ解析法 

F ホモダイン 光子相関法 660 160 5 ポリプロピレン-ポリエチ

レン製の遠沈管 
 

B.4 沈殿生成の目視確認 

図Ⅳ5.1 に、試料の沈殿状況の例を示す。目視では確認しにくいが、4 日を通して沈殿

が生じていないため、安定とみなされる分散試料である 
 

(a) 初日の様子  (b) 4 日目の様子 

  

図Ⅳ5.1 単層カーボンナノチューブナノ粒子を培養液中に分散した分散試料の外観 

 

B.5 測定手順の流れ 

Ⅲ5．の附属書 B の B.5 及びⅢ5．の附属書 C に準じる。 
 

B.6 測定結果 

DLS 測定の結果を表Ⅳ5.3 に示す。 
 

表Ⅳ5.3 単層カーボンナノチューブナノ粒子の平均粒子径と標準不確かさ 

特性 記号 値±標準不確かさ（nm） 
散乱強度平均粒子径 DLSd  713±16 
数（個数基準）平均粒子径 nd  370± 9 
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B.7 安定性の評価結果 

4 日間にわたる散乱強度平均粒子径と散乱光強度の時間変化を図Ⅳ5.2 に示す。両者と

も、ほとんど変化がなく、分散試料は安定である、すなわち、単層カーボンナノチューブ

ナノ粒子は安定して分散していることを示している。 
図Ⅳ5.2 において、散乱光強度（●）は、最初の日の測定値を基準に取った（値を 1 とし

て）相対値でプロットしてある。平均粒子径の全体を通しての不確かさは、丸印（〇、●）
の大きさの範囲内である。両量とも大幅な減少又は増加の傾向は見られないので、本試料

は比較的安定していると考えられる。 
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図Ⅳ5.2 細胞培養液中に分散した単層カーボンナノチューブナノ粒子 

 の散乱強度平均粒子径（○）と散乱光強度（●）の日間変動 

 
 
 

Ⅳ5．の執筆担当者 
衣笠晋一、加藤晴久、高橋かより 
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Ⅳ6（1） 単層カーボンナノチューブ分散液の透過電子顕微鏡試料の調製方

法 － 急速凍結技法 

 

序文 
ナノ粒子の有害性試験において、信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ、

形状、組成などを把握することが必須である。透過電子顕微鏡は、空間分解能が高く、形

態や組成分析、結晶構造解析、化学結合状態解析等が可能であるために、ナノ粒子の計測

において最も有効な計測手法である。 
このⅣ6（1）では、液相に分散したナノ粒子を透過電子顕微鏡（TEM）で観察するため

の急速凍結技法による試料調製手順を示す。ナノ粒子は一般に強い凝集性を有しており、

液相に分散したナノ粒子は TEM 試料を調製する過程において凝集しやすい。特に単層カ

ーボンナノチューブは凝集してバンドルと呼ばれる束になりやすい。そのため、ナノ粒子

分散液を急速凍結することによってナノ粒子の凝集を抑制した後、それを凍結乾燥して分

散媒体のみを真空昇華乾燥して、ナノ粒子の凝集を抑制した試料調製が有効である。 
 

1. 適用範囲 
このⅣ6（1）に示す手順は、一次粒子径が 100 nm 以下の液相ナノ粒子分散系から直径 3 

mm のカーボン支持膜付き TEM グリッド上へのナノ粒子の保持に適用する。ここでは、

一次粒子径が 48 nm であるポリスチレンラテックス分散液をモデルとした方法及び単層カ

ーボンナノチューブに適用した例を示す。 
 

2. 引用規格 
なし。 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び材料 

4.1 急速凍結試料調製装置 

液体窒素温度に冷却した液化プロパンにナノ粒子分散液を滴下できる装置。作業スペー

スは、液体窒素から気化した高純度窒素ガスが満ち、試料への霜の付着を防止できる。 
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4.2 支持膜付きマイクログリッド 

粉体等の観察試料を保持するために厚さ数十 nm 以下の膜を貼った厚さ数十 μm の金属

製網。膜は、通常、アモルファス構造の炭素系膜を用いる。 

4.3 蓋付き金属製コンテナ 

熱容量の大きなコンテナ。低温に冷やした場合に、温度上昇が少なく、扱いやすい。 

4.4 親水化処理装置 

支持膜付きマイクログリッドの表面をプラズマ処理することによって水酸基を導入して

親水性にする装置。 

4.5 真空凍結乾燥装置 

市販の凍結乾燥装置は、多くは食品等の保存目的であり、冷却温度及び保持真空度が本

目的に必要な水準を満たしていない。電子顕微鏡用生物試料の凍結乾燥装置が市販されて

おり、本目的に十分使用可能である。ここでは、凍結試料グリッドを−140～−90 ℃に任

意に設定保持可能な電子顕微鏡トランスファホルダ、そして、トランスファホルダ試料部

を 1×10-5 Pa 以下に保持可能な真空排気装置を用いる。 

4.5.1 電子顕微鏡用トランスファホルダ 
ホルダ先端の試料設置部分は、液体窒素冷却によって−140～−90 ℃に任意に設定保持

でき、かつ、シャッタ機構によって試料の大気暴露を防げることが必要である。さらに、

大気に暴露することなく冷却状態を維持してホルダに試料をセットできるワーキングチャ

ンバを有していることが必要である。 

4.5.2 高真空排気装置 
電子顕微鏡用トランスファホルダをセットして真空排気することが可能であり、真空計

を備えており、その到達真空度が 1×10-4 Pa 以下であることが望ましい。 
 

5. 調製方法 

5.1 CNT 分散液の急速凍結 

液体プロパンは引火の危険性があるので、専用の装置を用いることを強く推奨する。以

下の手順では、専用装置を用いることを前提とする。 

5.1.1 急速凍結試料調製装置の準備 
急速凍結試料調製装置のワーキングチャンバに液体窒素を補充して全体を冷却する。作

業中の凍結試料の融解を防ぐために−140 ℃以下に冷却することが望ましい。 
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5.1.2 支持膜付きマイクログリッドの親水化処理 
支持膜付きマイクログリッドを、親水化処理装置によって大気プラズマにさらして、表

面を親水化する。この処理によって支持膜付きマイクログリッドがナノ粒子分散液をはじ

くことなく、ぬれ性が向上する。 

5.1.3 急速凍結による試料調製 
ピンセット、蓋付き金属製コンテナ及び支持膜付きマイクログリッドをあらかじめワー

キングチャンバ中に入れて冷却する。 
急速凍結試料調製装置の冷媒コンテナにプロパンガスをゆっくり流し込み、液化する。

この際、プロパンガスボンベからのガスチューブの先端を細いノズルにすると、作業しや

すい。冷媒コンテナが液化プロパンに十分に浸るまで液化プロパンを充てんする。 
急速凍結試料調製装置のインジェクタにピンセットを取り付け、ピンセットに親水化処

理した支持膜付きマイクログリッドをセットした後、グリッドにナノ粒子分散液を少量塗

布する。この作業中にワーキングチャンバからの冷気によって分散液の凝固をさけるため、

ワーキングチャンバからインジェクタを離した位置で作業する。 
インジェクタを液化プロパン中に浸し、支持膜付きマイクログリッドを急速凍結する。 
支持膜付きマイクログリッドを取り出す。この際、必ずワーキングチャンバの冷却領域

で作業し、ピンセットなどの器具が冷却領域から出たら、必ず再度十分冷却してから用い

る。 
ワーキングチャンバにセットした、トランスファホルダのデュワー及びワーキングチャ

ンバに液体窒素を充てんして、ホルダ先端部を−150 ℃程度に冷却する。 
 

5.2 急速凍結試料の凍結乾燥 

5.2.1 急速凍結試料の移送 
急速凍結した支持膜付きマイクログリッドを液体窒素温度に冷却した金属製コンテナに

入れ、大気と遮断して電子顕微鏡用トランスファホルダのワーキングチャンバまで移送す

る。 

5.2.2 急速凍結試料のトランスファホルダへのセット 
急速凍結した支持膜付きマイクログリッドを、液体窒素によって十分冷却したトランス

ファホルダのワーキングチャンバ中でトランスファホルダにセットする。このとき用いる

ピンセットやトランスファホルダの試料押さえは、ワーキングチャンバ中で液体窒素によ

って十分冷却しておく。急速凍結した支持膜付きマイクログリッドがワーキングチャンバ

の冷却領域から出ないように十分注意する。 

5.2.3 凍結乾燥処理 
トランスファホルダのシャッタを閉めて、急速凍結した支持膜付きマイクログリッドが

大気に暴露しないように素早く高真空排気装置にセットして、真空排気を開始する。 
到達真空度が 1×10-4 Pa 以下になったらトランスファホルダのシャッタを開にする。 



Ⅳ6（1） 単層カーボンナノチューブ分散液の透過電子顕微鏡試料の調製方法 － 急速凍結技法 

118 

トランスファホルダの設定温度を−90 ℃に変更する。温度が−90 ℃に近づくにつれて

真空度が 1×10-2 Pa 程度になり、試料からガス放出されていることが確認できる。これは、

凍結試料の氷成分が昇華してガス状になっているためであり、試料が乾燥過程にあること

が分かる。 
乾燥が終了すると真空度が再び良くなる。真空度が再び 1×10-4 Pa 以下になったら乾燥

終了であるので、トランスファホルダを室温に戻す。 
トランスファホルダが室温に戻ったら真空排気を終了し、大気リークして試料を取り出

す。 

5.2.4 液化プロパンの処理 
急速凍結試料調製装置の指示書に従って液化プロパンの処理を行う。火気に十分注意す

る。 
 

6. 電子顕微鏡観察結果 
装置は、Carl Zeiss EM-922 を用い、加速電圧 200 kV で観察した。 
一次粒子径が 48 nm であるポリスチレンラテックス分散液について、急速凍結/凍結乾

燥法で調製した TEM 試料の観察結果を図Ⅳ6.1 (a)及び(b)に示す。ポリスチレン粒子が凝

集することなく、非常に良好な分散状態で TEM 試料が調製できていることが分かる。 
 

 
図Ⅳ6.1 (a) 急速凍結及び(b) 凍結乾燥法で調製したポリ 

 スチレンラテックス分散液 TEM 試料の観察結果 

 
SWCNT 分散液について、Ⅲ6（1）に示す TEM 試料調製方法によって調製した TEM 試

料の観察結果を図Ⅳ6.2に示す。SWCNTが凝集して、バンドルと呼ばれる束状になってい

ることが分かる。 
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図Ⅳ6.2 Ⅲ6（1）に示す TEM 試料調製方法によって調製 

した SWCNT 分散液 TEM 試料の観察結果 

 
SWCNT 分散液について、急速凍結/凍結乾燥法で調製した TEM 試料の観察結果を図Ⅳ

6.3 (a)及び(b)に示す。図Ⅳ6.2 で示したバンドル上の凝集体とは全く異なり、長さが 0.5～
5 μm 程度の分布をもつ繊維状であることが分かる。このように、急速凍結/凍結乾燥法に

よれば、SWCNT 分散液のように凝集しやすいナノ粒子でも、液中での分散状態を反映し

た TEM 試料を調製することができる。 
 

 

図Ⅳ6.3 (a) 急速凍結及び(b) 凍結乾燥法で調製した 

SWCNT 分散液 TEM 試料の観察結果 

 

Ⅳ6（1）の執筆担当者 
山本和弘 
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Ⅳ6（2） 多層カーボンナノチューブを取り込んだ肺組織の透過電子顕微鏡

試料の調製方法 

 

序文 
MWCNT を取り込んだ肺組織の TEM 観察用試料は、Ⅲ6（2）に示す方法によって調製

できる。このⅣ6（2）では、この方法を MWCNT 分散液を気管内注入したラット肺の TEM
観察用試料調製に適用した例を示す。 

 

1. 電子顕微鏡観察結果 
MWCNT 分散液（MWCNT 重量が 1.0 mg/body となるように調整）を気管内注入して 3

か月経過したラット肺について、Ⅲ6（2）に示す方法によって調製した試料の TEM 画像

を図Ⅳ6.4 に示す。同図の(a)・(c)・(d)は、装置として日立 H-7000 を用い、加速電圧 80 kV
で観察したもの。同図の(b)は、装置として Carl Zeiss EM-922 を用い、加速電圧 200 kV で

観察したもの。 
同図(a)は、肺胞マクロファージの TEM 画像であり、細胞室内に繊維状物質が取り込ま

れていることが分かる。 
同図(b)は、肺胞マクロファージに取り込まれた繊維状物質の高分解能像であり、グラ

ファイト結晶格子が観察されると同時に、中空のチューブ状構造であることが分かる。こ

れから肺胞マクロファージに取り込まれた繊維状物質は MWCNT であることが明らかに

なった。また、MWCNT は気管内注入 3 か月経過後も良好な結晶性を維持していることが

分かる。 
同図(c)は、肺胞上皮細胞炎症部位の TEM 画像であり、上皮細胞炎症部位にも MWCNT

が観察される。 
同図(d)は、肺内部の血管組織を示す。血管組織周囲が炎症を起こしており、MWCNT

が観察される。 
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図Ⅳ6.4 肺組織の TEM 画像 

 
 
 

Ⅳ6（2）の執筆担当者 
山本和弘 
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Ⅴ． 二酸化チタンナノ粒子 

 

Ⅴ1（1） 二酸化チタンナノ粒子の in vivo 試験用液相分散試料の調製方法 － 

ビーズミル分散法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための吸入暴露試験や気管内注入試験において、再現

性・信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性

を把握することが必須である。ナノ粒子は一般に強い凝集性を有しており、こうした要件

を満たすにはナノ粒子の凝集体を解砕し、一次粒子にすることが必要である。同時に、界

面化学的な手法によって分散媒の特性を制御し、解砕されたナノ粒子を分散・安定な状態

に保つことが必要である。 
このⅤ1（1）では、気管内注入による有害性試験用試料として用いる二酸化チタン（TiO2）

ナノ粒子分散試料を調製する手順を示す。原料として一次粒子径が 100 nm 以下である

TiO2 粒子を湿式ビーズミルによってナノ粒子として水中に分散するとともに、生体影響

の少ない界面活性剤によって TiO2 ナノ粒子分散試料の分散安定を図る。 
 

1. 適用範囲 
このⅤ1（1）に示す手順は、TiO2 粉末（アナタース形）を原料とし、ビーズミルを用い

て、50 nm 以下の一次粒子又は凝集体として液相中に分散した、粒子濃度が 5 mg/mL 程度

の気管内注入試験用試料の調製に適用する。試料調製から気管内注入試験を実施までの期

間（約 1 週間）、分散液の分散安定性が確保できるように適当な分散剤を用いる。 
 

2. 引用規格 
特になし 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
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4. 装置 

4.1 分散機 

直径 50 μm 以下の微小ビーズによる分散が可能なビーズミル（図Ⅴ1.1。例：寿工業株式

会社のウルトラアペックスミル UAM-015）を用いる。分散容器内面は耐摩耗性の材料、例

えばジルコニアで内張され、また、ビーズ及びかくはんブレードも同等の耐摩耗性の材料

であるもの。 

4.2 後処理装置 

分散液中の粒子径及び濃度の調整に用いる、20,000×gまでの遠心加速度で操作可能な遠

心分離機。 

4.3 保護具 

6.5 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

懸濁液

スラリー
タンク

分散容器

高速回転する攪拌ブレード

ビーズの分離

ビーズ ポンプ

 
図Ⅴ1.1 ビーズミル 

 

5. 試料 

5.1 分散媒とその調製 

5.1.1 分散媒  
純水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキシン除去フィルタ

（例：Millipore 社の BioPak）で処理した純水に所定濃度の分散剤を添加したものを分散媒

として用いる。 
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5.1.2 分散剤 
分散剤としてリン酸二ナトリウム（別名：リン酸水素二ナトリウム、Na2HPO4･12H2O, 

Disodium Phosphate、DSP）を用いる。DSP は二酸化チタンの水分散に有効であり、生体用

緩衝液として使用される。 
二酸化チタンを 10 mg/mL で分散操作する場合、DSP 濃度が 2 mg/mL で最適な分散状態

が得られたため、DSP 濃度 2 mg/mL である分散媒を調製する。 

5.2 二酸化チタン TiO2（アナタース形） 

二酸化チタン粉体は、デシケータ内で保管する。 
 

6. 調製方法 

6.1 分散機器類の前処理 

分散に用いるビーズやかくはんブレードなどのビーズミルの部品類は、分散操作に先立

ってエタノール洗浄した後、紫外線で滅菌処理をする。照射時間は最低、8 時間とする。 

6.2 ビーズミル分散操作 

分散処理する分散液の粒子濃度が 10 mg/mL になるように、デシケータ内に保管した粉

体試料を量り取る。 
5.1 で調製した所定容量の分散媒をあらかじめ分散機に仕込み、先に採取した原料粉体

を、直接、分散機のスラリタンクにかくはんしながら投入する。 
分散機の使用方法に従って運転する。所定時間、分散した後、分散液を回収する。 

6.3 粒子径の調整 

回収した分散液を遠心加速度 8,000×g 又は 16,000×g で 1 時間、遠心分離して上澄みを回

収し、分散液試料とする。 

6.4 濃度の調整 

所定の濃度に分散液試料を希釈又は濃縮する。 
希釈には、5.1 で調製した分散媒を用いる。 
濃縮が必要な場合は、遠心限外ろ過を行う。分画分子量 10 万以下の限外ろ過膜を用い

る。 

6.5 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
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7. 分散液の評価 

7.1 粒子径分布の測定 

静的光散乱法又は動的光散乱法で評価する。ただし、動的光散乱法によって得られた粒

子径分布が広い場合には、他の測定方法、例えば、静的光散乱法や可視化法を併用する。 
測定結果は、積算分布、頻度分布又は代表径で表示し、分布の基準（散乱光強度、個数

基準若しくは体積基準）又は代表径の定義を付記する。代表径は、散乱光強度、メジアン

径（個数基準若しくは体積基準）又は平均径（個数基準若しくは体積基準）で表す。 
測定に用いた物性値（分散媒粘度、粉体・分散媒の屈折率及び測定温度）も付記する。 

7.2 分散状態の観察 

TEM、又は SEM によって分散状態を観察して評価する。また、粒子の沈降もチェック

する。 

7.3 分散液中の粒子濃度の評価 

6.3 で回収した分散液から 5～10 mL を乾燥皿に採取し、200 ℃、2 時間乾燥し、その質

量から粒子濃度を評価する。ここで、分散剤の含有量は、分散媒のみを先の条件で乾燥し

た質量からあらかじめ求めておく。 

7.4 物性の評価 

結晶構造、表面状態、化学組成などの分散前後の変化を、X 線回折（XRD）、TEM 観察、

エネルギー分散形 X 線分光法（EDS）等によって評価する。 

7.5 安定性の評価 

分散液中の粒子の粒子径（代表径又は分布）及び濃度の経時変化から安定性を評価する。

ゼータ電位の測定や沈降性から評価してもよい。 
 

8. 参考文献 
1) S. Endoh, J. Maru, K. Uchida, K. Yamamoto, J. Nakanishi, “Preparing samples for fullerene C60 
hazard tests: Stable dispersion of fullerene crystals in water using a bead mill”, Adv. Powder 
Technol., 20 (2009) 567-575. 
2) N. Kobayashi, T. Naya, S. Endoh, J. Maru, K. Yamamoto, J. Nakanishi, “Comparative 
pulmonary toxicity study of nano-TiO2 particles of different sizes and agglomerations in rats: 
Different short- and long-term post-instillation results”, Toxicology, 264 (2009) 110-118. 
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附属書 A 実施例 
 
石原産業株式会社の ST-01 を原料として、10～50 nm であるナノ粒子が 5 mg/mL で懸濁

する分散液の調製例を以下に示す（Ⅴ1（1）本文の参考文献 2)参照）。 
 

A.1 ビーズミルによる分散 

原料スラリの粒子濃度は 10 mg/mL、分散剤濃度は 2 mg/mL であった。 
分散機には、寿工業株式会社のウルトラアペックスミル UAM-015 を用いた。その運転

条件を示す。 
(a) 仕込み分散液量：500 mL 
(b) 分散液循環流量：10 L/h 
(c) ビーズ径：15 μm 
(d) ビーズ仕込み量：400 g 
(e) かくはんブレード先端の周速度：12 m/s 
(f) 分散時間：2 時間 
動的光散乱法（日機装の UPA を用いた。）で測定した分散後の粒子径分布を図Ⅴ1.2 に

示す。動的光散乱法による測定における条件は、以下のとおり。 
(a) 測定温度：室温（特に制御なし） 
(b) 分散媒粘度：0.994 mPa s（20.3 ℃の場合） 
(c) 分散媒屈折率：1.33 
(d) 粒子屈折率：2.58 
ST-01 の一次粒子径は 10 nm 以下であるので、本手順では、1 次粒子までは分散してい

ないが、20−60 nm 程度の二次粒子が得られる。 
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図Ⅴ1.2 ビーズミル分散した ST-01 の粒子径分布 
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A.2 粒子径及び濃度の調整 

ST-01 の分散液を 16,000×ｇで遠心分離（株式会社トミー精工の MX-300 を用いた。）し

て得た上澄み中の TiO2 粒子の粒子径分布を図Ⅴ1.2 に示す。遠心分離によって 30 nm 以上

の粒子が取り除かれている。 
遠心分離によって調製された分散液の濃度は 4.8 mg/mL であった。ほぼ所定の濃度が得

られたため、希釈などの調整はしていない。 
4日にわたる ST-01の粒子径分布の変化を図Ⅴ1.3に示す。静置したままでの測定値では

20 nm 以下で僅かな変化が見られるが、振とうによって元の分布に回復している。 
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図Ⅴ1.3 分散液の安定性（4 日間） 

 
 

A.3 結晶構造の変化 

ST-01とビーズミルで分散した ST-01の結晶状態の比較を図Ⅴ1.4 に示す。ビーズミル分

散による結晶構造の変化は見られない。 
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図Ⅴ1.4 ビーズミル分散前後の X 線回折パターン 

 
 

Ⅴ1（1）の執筆担当者 
遠藤茂寿 
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Ⅴ1（2） 二酸化チタンナノ粒子の in vivo 試験用液相分散試料の調製方法 － 

超音波処理法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための吸入暴露試験や気管内注入試験において、再現

性・信頼性を確保するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性

を把握することが必須である。ナノ粒子は強い凝集性を有しており、一般には、サブミク

ロン又はそれ以上の凝集体として作業環境などに存在する。したがって、ナノ粒子の影響

を把握するためには、一次粒子まで分散した状態とともに、二次粒子径が制御された分散

試料による有害性試験も必要となる。 
このⅤ1（2）では、二酸化チタン（TiO2）ナノ粒子の凝集体の生体影響を評価する気管

内注入試験用試料を調製する手順を示す。原料として一次粒子が 100 nm 以下である TiO2

粒子を二次粒子の粒子径が 1 μm 以下の凝集体として水中に分散するとともに、生体影響

の少ない界面活性剤によって TiO2 ナノ粒子分散試料の分散安定を図る。 
 

1. 適用範囲 
このⅤ1（2）で示す手順は、一次粒子の粒子径がナノスケールである TiO2 粉末（アナタ

ース形）を原料とし、1 μm 以下の凝集状態で液相中に分散した、粒子濃度が 5 mg/mL 程

度の気管内注入試験用試料の調製に適用する。試料調製から気管内注入試験を実施までの

期間（約 1 週間）、分散液の分散安定性が確保できるように適当な分散剤を用いる。 
 

2. 引用規格 
特になし 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 

4.1 分散装置 

超音波バス。例えば、Branson 5510J-MT、出力 135 W、周波数 42 kHz を用いる。 
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4.2 容器 

100 mL のスクリュ式蓋付きガラス製容器。滅菌処理されたものが良い。 

4.3 粒子径及び濃度調整用装置 

分散液中の粒子の粒子径及び濃度の調整に用いる、20,000×gまでの遠心加速度で操作可

能な遠心分離機。 

4.4 保護具 

6.4 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 分散媒とその調製 

5.1.1 分散媒 
純水製造装置（例：Millipore 社の Milli-Q）で精製した後、エンドトキシン除去フィルタ

（例：Millipore 社の BioPak）で処理した純水に所定濃度の分散剤を添加したものを分散媒

として用いる。 

5.1.2 分散剤 
分散剤としてリン酸二ナトリウム（別名：リン酸水素二ナトリウム、Na2HPO4･12H2O、

Disodium Phosphate、DSP）を用いる。DSP は二酸化チタンの水分散に有効であるとともに、

生体用緩衝液として使用される。 
二酸化チタンを 10 mg/mL で分散操作する場合、DSP 濃度が 2 mg/mL で最適な分散状態

が得られたため、DSP 濃度 2 mg/mL である分散媒を調製する。 

5.2 粉体試料と原料分散液の調製 

5.2.1 二酸化チタン（TiO2） （アナタース形） 
一次粒子径が 100 nm 以下である二酸化チタン粉体（例：石原産業株式会社の ST-01）。

原料粉体は、デシケータ内で保管する。 

5.2.2 原料分散液 
粒子濃度を 10 mg/mL として分散する場合、二酸化チタン粉体を 0.5 g 量り取る。5.1.2

で調製した分散媒を 50 mL 入れた 100 mL のスクリュ式蓋付きガラス製容器に、量り取っ

た粉体試料を投入し、封止する。 
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6. 調製方法 

6.1 超音波分散 

分散液 50 mL が入った 100 mL のスクリュ式蓋付きガラス製容器を所定の位置（超音波

バスの水が最も激しく振動する、超音波発信子のほぼ直上）に設置する。超音波バスの液

高さをスクリュ式蓋付きガラス製容器中の分散液の液面で最も強い共振が得られるように

調整する。 
所定の時間（2～3 時間）、超音波照射を行い、分散する。 

6.2 粒子径の調整 

得られた分散液を遠心加速度 1,000×g で 1 時間、遠心分離して上澄みを回収する。 

6.3 濃度の調整 

後述の方法（7.3）で粒子濃度を確認する。 
希釈には、5.1 で調製した分散媒を用いる。 
濃縮が必要な場合は、6,000×g で遠心限外ろ過を行う。分画分子量 10 万の限外ろ過膜を

用いる。操作時間は 1～3 分間として、過度な濃縮によって粒子径が増大することを避け

る。 
造粒が起きた場合には、超音波バスで 10～20 分間、超音波照射を行う。 

6.4 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 分散液の評価 

7.1 粒子径分布の測定 

静的光散乱法又は動的光散乱法で評価する。ただし、動的光散乱法によって得られた粒

子径分布が広い場合には、他の測定方法、例えば、静的光散乱法や可視化法を併用する。 
測定結果は、積算分布、頻度分布又は代表径で表示し、分布の基準（散乱光強度、個数

基準若しくは体積基準）又は代表径の定義を付記する。代表径は、散乱光強度、メジアン

径（個数基準若しくは体積基準）又は平均径（個数基準若しくは体積基準）で表す。 
測定に用いた物性値（分散媒粘度、粉体・分散媒の屈折率及び測定温度）も付記する。 

7.2 分散状態の観察 

TEM 及び SEM によって分散状態を観察して評価する。また、粒子の沈降もチェックす

る。 
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7.3 分散液中の粒子濃度の評価 

6.2 で回収した分散液から 5～10 mL を乾燥皿に採取し、200 ℃、2 時間乾燥し、その質

量から粒子濃度を評価する。なお、分散媒のみを上記の条件で乾燥した質量から、分散剤

の含有量をあらかじめ求めておく。 
 

8. 参考文献 
1) N. Kobayashi, T. Naya, S. Endoh, J. Maru, K. Yamamoto, J. Nakanishi, “Comparative 
pulmonary toxicity study of nano-TiO2 particles of different sizes and agglomerations in rats: 
Different short- and long-term post-instillation results”, Toxicology, 264 (2009) 110-118. 
2) 遠藤茂寿、丸順子、内田邦夫、“Tween80 を分散剤にした多層カーボンナノチューブ 
（MWNTs）の超音波による水中分散”、粉体工学会誌、47 (2010) 600-607. 
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附属書 A 実施例 1 
 
石原産業製 ST-01 から二次粒子の粒子径が 50～200 nm の凝集体が濃度 5 mg/mL で懸濁

する分散液を調製した例を示す（参考文献 1)参照）。 
 

A.1 超音波バスによる分散 

スクリュ式蓋付きガラス製容器への粒子仕込濃度は 10 mg/mL であった。 
超音波バスは、Branson 5510J-MT を用いた。水面高さを 2.2 mm として 3 時間分散した。 
図Ⅴ1.5 に動的光散乱法（Malvern 社の Zetasizer Nano を用いた。）で測定した分散後の

粒子径分布を光強度基準及び質量基準のふるい下積算分布で示す。DLS の測定には適さ

ない粒子径の粒子が多いが、参考に示す。DLS の測定条件は以下のとおりである。 
(a) 測定温度：25 ℃ 
(b) 分散媒粘度：0.887 mPa s 
(c) 分散媒屈折率：1.33 
(d) 粒子屈折率：2.70 
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図Ⅴ1.5 超音波分散した ST-01 及び遠心分離によって調整した分散液の粒子径分布 
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A.2 粒子径の調整 

超音波分散後の分散液を 1,000×g で 1 時間、遠心分離し、上澄みを回収した。上澄みに

おける粒子径分布を図Ⅴ1.5 に示す。遠心分離後の粒子径分布は、単峰性でほぼ 200 nm 以

下の凝集体であることを示している。この凝集体は、沈降を起こし、分散液としては不安

定である｡しかし、簡単な振とうで再懸濁が可能である｡ 
この分散液の粒子濃度は 3.8 mg/mL、回収率は約 20 %であった｡ 
 

A.3 濃度の調整 

濃縮操作は遠心限外ろ過で行った。分画分子量 10 万である、ろ過膜（GE ヘルスケアバ

イオサイエンス社の Vivaspin 20-100k）を用い、6,000×g で 1 分間、遠心分離し、膜上残さ

を再分散した。図Ⅴ1.5 にその粒子径分布も示す。100 nm 以下の粒子径分布は保持されて

いる。濃縮後の濃度は 6.4 mg/mL であった。 
遠心分離した上澄み中の粒子の TEM 画像を図Ⅴ1.6 に示す。 

 

 

図Ⅴ1.6 凝集体の TEM 画像 
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附属書 B 実施例 2 
 
石原産業製 ST-01 から二次粒子の粒子径が 100 nm 以上の凝集体からなる分散液の調製

例を示す。 
 

B.1 超音波バスによる分散 

スクリュ式蓋付きガラス製容器への粒子仕込濃度は、10 mg/mL である。 
分散媒は、DSP を含まない純水を用いる。 
超音波バスの条件は同様であるが、分散時間は 90 分間である。 
超音波分散後、分散液の安定を図るために DSP 濃度が 2 mg/mL になるように DSP を添

加した。 
動的光散乱法（Malvern 社の Zetasizer Nano を用いた。）で測定した分散後の粒子径分布

（散乱光強度基準及び質量基準の頻度分布及び積算分布）を図Ⅴ1.7 に示す。 
 

B.2 粒子径の調整 

超音波分散後の分散液を 1,000×g で 5 分間、遠心分離し、上澄みを回収した。上澄みに

おける粒子径分布を図Ⅴ1.7 に示す。遠心分離後の粒子径分布は、単峰性でほぼ 100 nm 以

上の凝集体であることを示している。 
この分散液の粒子濃度は 2.5 mg/mL、回収率は約 12 %であった｡ 
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図Ⅴ1.7 ST-01 から 100 nm 以上の凝集体の調製 

超音波分散 90 分、遠心分離 1,000×g. 
 
 

Ⅴ1（2）の執筆担当者 
遠藤茂寿 
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Ｖ2． 二酸化チタンナノ粒子の in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

 

序文 
ナノ粒子の生体への影響を調べるための in vitro 試験において、再現性や信頼性を確保

するためには、被験ナノ粒子のサイズ・形態を制御し、かつ、その特性を把握することが

必須である。ナノ粒子は、一般に、強い凝集性や凝塊性を有しており、さらに、in vitro
試験に用いる培地は、塩類など凝集を促進する成分を含むため、細胞にナノ粒子が直接沈

降する可能性がある。このため、in vitro 試験期間（通常 4 日）で安定かつ再現性良く分散

する調製方法が必要である。また、ナノ粒子による影響を観察するためには、界面活性剤

等の分散剤の使用を最小限とすることが必要である。 
このⅤ2.では、in vitro 試験用試料として用いる二酸化チタン（TiO2）ナノ粒子の細胞培

地中分散液を調製する手順を示す。この調製方法の特徴は、界面活性剤等を用いず、細胞

培地中に含まれる FBS を TiO2 粒子の分散剤として用いること、段階的な遠心分離操作に

よって、それぞれ異なる二次粒子径値の TiO2 ナノ粒子を含む分散液の画分が得られるこ

と、細胞培養に用いる期間、二次粒子径値が安定することである。 
 

1. 適用範囲 
このⅤ2.に示す手順は、一次粒子径が 100 nm 以下である TiO2 粉末を原料とし、遠心分

離による 50～150 nm の二次粒子径を含む液相（培地）分散試料の調製に適用する。 
 

2. 引用規格 
特になし 
 

3. 用語、定義及び記号 
Ⅱ章の 1.及び 2.を参照。 
 

4. 装置及び器具 

4.1 遠心分離機 

少なくとも 1 本 50 mL 程度の容量の遠沈管を 16,000×g から 1,000×g で遠心分離可能なロ

ータを装備する遠心分離機（例：ベックマンコールター社の Avanti HP-25 及びロータ 
JA-25.50）。 
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4.2 クリーンベンチ 

TiO2-培地分散液の主成分である細胞培地への雑菌汚染を防止するため、分散操作には

クリーンベンチを用い、又はこれに準じた無菌操作を行うことが望ましい。ただし、ナノ

粒子の飛散による暴露防止のため、ファンは用いない。また、光の影響を避けるため、蛍

光灯や紫外線ランプを用いない。 

4.3 遠沈管 

溶液又は分散液を入れ、遠心分離機による遠心分離を行うために用いるガラス製又はプ

ラスチック製の容器。 

4.4 ボルテックスミキサ 

試験管の底部を高速旋回して内容液をかくはんする試験器具。 

4.5 保護具 

6.5 に関わる防じんマスク、保護手袋、保護眼鏡、白衣等の保護具。 
 

5. 試料 

5.1 原末 

粉末状の TiO2。結晶形は問わない。本調製方法は、アナタース形・ルチル形のどちら

にも適用できる。 

5.2 分散媒 

DMEM 培地。10 %FBS 及び 1 %抗菌抗真菌剤を含む。調製済みの市販品を用いる。 
 

6. 調製方法 
以下の手順は、全て無菌操作とする。 

6.1 予備吸着ステップ 

TiO2 ナノ粒子は、強い吸着作用を示し、培地中の FBS 等の血清由来タンパク質やカル

シウムなどの塩類を吸着する。この作用によって培地成分が枯渇して培養細胞が飢餓状態

になり、細胞毒性試験に影響を及ぼす可能性があることから、FBS によってあらかじめ吸

着能を飽和する。 
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6.1.1 分散 
TiO2 粉末を遠沈管に量り取り、FBS を加えてボルテックスミキサなどで分散する。 

6.1.2 上澄みの除去 
16,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離し、上澄みを除去する。 

6.2 洗浄ステップ 

6.1 の処理で TiO2 ナノ粒子に吸着しなかった FBS が TiO2-培地分散液に過剰に持ち込ま

れた場合、細胞に人為的な影響を及ぼす可能性がある。このため、未吸着の血清成分の持

込みを防止する目的で、FBS を含まない DMEM で TiO2 ナノ粒子を洗浄する。 

6.2.1 分散 
6.1で上澄みを除去した沈殿に FBSを含まないDMEMを加え、再分散する。沈殿が固い

場合には、薬さじ等で十分にほぐした後、ボルテックスミキサ等で十分に分散する。 

6.2.2 上澄みの除去 
16,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離し、上澄みを除去する。 
 
備考： 上記の予備吸着及び洗浄ステップまでの一連の操作について、ベックマンコー

ルター社の遠心分離機（Avanti HP-25）及び遠沈管（#357002、50 mL 容量）を用い

た場合の例を以下に示す（図Ⅴ2.1 参照）。 
3.2 g の TiO2 粉体を遠沈管に量り取り、20 mL の FBS を加え、ボルテックスミキサ

等で十分に振とうし、分散する。 
液漏れのないように遠沈管の蓋を十分に閉め、ロータ（JA-25.50）に入れ、16,000×g、
20 分間、25 ℃で遠心分離する。 
アスピレータ等で上澄みを吸引除去する。 
沈殿に FBS を含まない DMEM を 20 mL 添加し、薬さじ等で十分にほぐした後、ボ

ルテックスミキサで再分散する。 
16,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離する。アスピレータ等で上澄みを吸引除去す

る。 

6.3 分画ステップ 

6.1及び 6.2の後、段階的な遠心分離処理による分画ステップによって、一定範囲のサイ

ズの TiO2 の二次粒子を含む TiO2-培地分散液を得る。 
すなわち、遠心分離処理によって上澄みを回収し、沈殿に上澄みで除いた等量の新鮮な

FBS を含む DMEM を加え、再懸濁する。続いて、遠心力を下げた遠心分離処理を行い、

上澄みの回収と沈殿の再懸濁を繰り返す。上澄みとして回収したそれぞれの TiO2-培地分

散液中の TiO2 の二次粒子径のサイズ範囲は、遠心力に依存する。以下に、4,000×g 画分と

1,000×g 画分の TiO2-培地分散液の回収方法を示す（図Ⅴ2.1 参照）。 
 



Ｖ2． 二酸化チタンナノ粒子の in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

139 

 
図Ⅴ2.1 TiO2-培地分散液調製法の概略 

 
洗浄後の TiO2（前項 6.2.2 における沈殿）に、80 mg/mL となるように 10 %FBS 添加

DMEM を加え、十分に分散する。沈殿が固い場合には、薬さじ等で十分にほぐした後、

ボルテックスミキサ等で分散する。 
8,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離し、上澄みを除去する。 
沈殿に新鮮な 10 %FBS 添加 DMEM を加え、再分散する。沈殿が固い場合には、薬さじ

等で十分にほぐした後、ボルテックスミキサ等で分散する。 
4,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離する。 
上澄みを回収し、TiO2-培地分散液（4,000×g 画分）とする。 
沈殿に新鮮な 10 %FBS 添加 DMEM を加え、再分散する。 
2,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離し、上澄みを除去する。 
沈殿に新鮮な 10 %FBS 添加 DMEM を加え、再分散する。 
1,000×g、20 分間、25 ℃で遠心分離する。 
上澄みを回収し、TiO2-培地分散液（1,000×g 画分）とする。 

6.4 分散液の保存 

調製した TiO2-培地分散液は、試験までの間、4 ℃で冷蔵保存する。静置し、みだりに

振とう・混合しない。 



Ｖ2． 二酸化チタンナノ粒子の in vitro 試験用液相分散試料の調製方法 

140 

6.5 ナノ粒子取扱いにおける安全性の確保 

Ⅱ章の 3.3 を参照。 
 

7. 分散液の評価 
6.によって調製した TiO2-培地分散液は、同一ロットから三つに小分けし、一つを in 

vitro 試験に、一つを濃度測定に、一つを粒子径計測及び安定性試験に供する。これらの

試験は、基本的に、同時に行う。 
本試料調製方法によって調製した TiO2-培地分散液の例を以下に示す。 

7.1 原末 

石原産業株式会社のアナタース形二酸化チタン ST-01（一次粒子径 7 nm、比表面積 300 
m2/g）を用いた。 

7.2 分散媒 

DMEM（インビトロジェンの GIBCO 11965－092）、10 %ウシ胎児血清（MP Biomedicals 
Inc.の CELLect GOLD、2916754）、1 %抗生物質（ナカライテスクの 02892－54）添加を用

いた。 

7.3 分散液のキャラクタリゼーション 

ここでキャラクタリゼーションとは、二次粒子径、分散液の安定性、TiO2 粒子の濃度、

培地中の塩類（Na、K、P）濃度の変化の有無及び金属の溶出の諸項目を決定することをい

う。 

7.3.1 二次粒子径、分散安定性及び濃度 
TiO2-培地分散液のキャラクタリゼーション結果の例を表Ⅴ2.1 に示す。 
 

表Ⅴ2.1 TiO2-培地分散液のキャラクタリゼーション結果の例 

画分 
TiO2 濃度 
（mg/ml） 

仕込み濃度

に対する収

量（%） 
size （nm） u （nm） 

utime 
（nm） 

uapp 
（nm） 

umethod 
（nm） 

4000×g 0.096 0.12 
dl 147.7 8.3 7.2 3.3 2.4 

dn 103.9 17.7 13.7 8.4 7.5 

1000×g 0.287 0.36 
dl 224.5 10.1 8.0 3.4 5.2 

dn 148.5 18.1 12.3 7.8 10.8 
dl：光強度平均粒子径、dn：数平均粒子径、u：合成不確かさ、 
utime：日間変動、uapp：装置間変動、umethod：解析法間変動 
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7.3.2 分散液中の TiO2粒子 
透過電子顕微鏡（TEM）画像を図Ⅴ2.2 に示す。 

 
 

4000×g 画分    1000×g 画分 

  

図Ⅴ2.2 TiO2-培地分散液中の TiO2 粒子の透過電子顕微鏡画像 

（バーは 100 nm を示す） 
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Ｖ3． 二酸化チタンナノ粒子の液中分散計測方法 

 
このＶ3．の内容は、Ⅲ5．とほぼ同一であるため、重複部分は省略する。ただし、Ⅲ5．

の 7.4「粘度の測定」の備考 2 では、ナノ粒子の存在によって分散液の粘度が著しく上昇す

ることがあると注意喚起しているが、TiO2 分散液では著しい粘度上昇は起きない。 
 

序文 
このＶ3．では、液体中、特に in vitro 試験用に培養液中に分散した二酸化チタン（TiO2）

ナノ粒子とその凝集体の平均粒子径を動的光散乱法（DLS））によって決める手順を示す。

同時に、散乱光強度の時間的変化と沈殿生成の目視確認によって、ナノ粒子とその凝集体

が安定して分散しているかどうかを評価する手順も示す。 
 

1. 適用範囲 
このＶ3．に示す手順は、液体中に分散した TiO2 ナノ粒子とその凝集体に適用する。測

定する平均粒子径の範囲は、市販の DLS 装置が適応できるおおよそ 20～1000 nm である。 
 
 
 
 

附属書 A 精度の評価 
Ⅲ5．の附属書 A を参照。 
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附属書 B 実施例 
 
工業的に製造・販売されている二酸化チタンナノ粒子を培養液中に分散したものの粒子

径計測の例を示す。 
 

B.1 試験の概要 

一つの分散試料を三つの分散試料に小分けし、三つの異なった場所で同時に in vitro 試

験、DLS 測定及び濃度測定を行った。DLS 測定については、4 日間にわたって、散乱光強

度と散乱強度平均粒子径を測定した。測定日ごとに三つの異なる装置を用い、2 種類の粒

子径分布解析法によって平均粒子径を求めた。 
 

B.2 DLS 測定条件 

DLS 測定条件を表Ｖ3.1 に示す。 
 

表Ｖ3.1 DLS 測定条件 

項目 条件 
粒子試料 二酸化チタンナノ粒子、公称一次粒子径 7 nm 
分散試料 粒子試料を下記の分散媒中に分散した液体 
分散試料の調製法 予備吸着法* 
試料容器 ポリプロピレン製の遠沈管 
分散媒 10 %FBS（ウシ胎児血清）を含む DMEM（細胞

培養培地）。pH 指示薬も含む。 
分散試料の保存条件 冷蔵庫内で保存（温度は 4～5 ℃） 
粒子試料の質量濃度 0.0821±0.0028 mg/L（蛍光X線分析によって測定） 
分散試料の粘度 0.947 cP（ウベローデ粘度計によって測定） 
装置名（測定方式、メーカ名等） B.3 参照 
装置の妥当性確認に用いた粒子径標

準物質 
ポリスチレンラテックス 

洗浄 超純水を用いて測定セルを繰り返し洗浄 
測定温度 25.0±0.1 ℃ 
注*：遠心分離操作による培地中のタンパク質の損失を補うための方法。 

 

B.3 装置及び器具 

Ⅲ5．の附属書 B の B.3 を参照。 
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B.4 沈殿生成の目視確認 

試料の沈殿状況の例を図Ｖ3.1 に示す。容器の底に白い沈殿物が僅かに見られるが、4
日を通し、沈殿量がほぼ増加していないため、分散試料は安定とみなせる。pH 指示薬の

ために、分散試料全体が赤色をしている。 
 
 

(a) 初日の様子  (b) 4 日目の様子 

  

図Ｖ3.1 二酸化チタンナノ粒子を培養液中に分散した分散試料の外観 

 

B.5 測定手順の流れ 

Ⅲ5．の附属書 B の B.5 及びⅢ5．の附属書 C に準じる。 
 

B.6 測定結果 

DLS 測定の結果を表Ｖ3.2 に示す。 
 

表Ｖ3.2 二酸化チタンナノ粒子の平均粒子径と標準不確かさ 

特性 記号 値±標準不確かさ（nm） 
散乱強度平均粒子径 DLSd  240± 9 
数（個数基準）平均粒子径 nd  127±19 

 

B.7 安定性の評価結果 

4 日間にわたる散乱強度平均粒子径と散乱光強度の時間変化を図Ｖ3.2 に示す。両者と

も、ほとんど変化がなく、分散試料は安定である、すなわち、二酸化チタンナノ粒子は安

定して分散していることを示している。 
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図Ｖ3.2 において、散乱光強度は装置 D で測定され、最初の日の測定値を基準に取った

（値を 1 として）相対値でプロットしてある。各測定日の平均粒子径は、三つの装置で得

たデータの平均である。平均粒子径の全体を通しての不確かさは、丸印（〇、●）の大き

さの範囲内である。両量とも大幅な減少又は増加の傾向は見られないので、本試料は比較

的安定していると考えられる。 
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図Ｖ3.2 細胞培養液中に分散した二酸化チタンナノ粒子の散乱 

 強度平均粒子径（○）と散乱光強度（●）の日間変動 
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