
安全衛生庁 NanoAlert サービス

安全衛生研究所作成 （英国・バクストン）

公報目次：

1．測定、曝露および管理

2．健康への影響

3．安全衛生研究所 NanoAlert サービス・チームの連絡先

安全衛生庁 安全衛生研究所



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-1

本稿では、第 1 号で述べた総合的な文献調査に加えて、関連専門誌から追加調査をおこ

なう戦略をとった。大気中の超微粒子よりも、工学的ナノ粒子を扱う論文に高い優先度を

置いた。2007 年 11 月～2008 年 2 月の 4 ヶ月間に発表されたナノ粒子の測定、曝露、管理

に関する論文の主題別論文数を図 1 に示す。これまで発表された公報で明らかにされたと

おり、大気中の浮遊ナノ粒子測定機器の開発・改善・評価、と同様にバルク状態、液体内、

あるいは生物組織内におけるナノ粒子のキャラクタリゼーションに関して、著しい数の論

文が発表されている。安全衛生分野の重要テーマである、ナノ粒子の毒性と機器テストに

関する基準作成ついて確認された報告は数本ある。本稿では、保健衛生分野の専門家から

強い要請がある小型モニターの設計・開発に関する報告については調べていない。また、

既発表の公報と同様に、職場における工学的ナノ粒子への曝露評価研究報告もほとんどな

い。米国の報告書が一件、ならびにドイツとスイスの企業へのアンケート調査による職場

におけるナノマテリアルの製造と取扱いに関する情報収集例二件が確認されたにすぎない。

管理手法の開発についても同様のことが見てとれる。フィルターの効用について報告が数

件あるものの、顔面密着型マスクに関する研究はなかった。

図 1．2007 年 11 月～2008 年 2 月の 4 ヶ月間に調査された研究の

テーマ（測定、曝露、管理）別論文数

1．測定、曝露および管理

曝露、ナノ粒子散乱の証拠

ナノ粉末／粉塵の実験室内シミュレーション

大気中浮遊ナノ粒子測定機器の評価・改善・
開発

個人用防護衣類

フィルターによる回収効率
（エアロゾル用ナノ粒子）

凝集・凝固と拡散沈着の理解

ナノ粒子のキャラクタリゼーション
（バルク、液体、生物組織）

毒性および機器テストのためのナノ粒子の生成
方法及び標準

規制に関する議論を含めたリスク評価問題／安
全と衛生に関する一般的な議論

社会的問題、一般認識

（研究一件；アンケート調査二件）
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毒物学研究により、ナノ粒子への曝露を質量濃度の観点のみで監視することでは不十分

であり、粒子の表面積と個数濃度を測定する必要性も示唆された。最近の研究では通常三

つの測定基準すべてを考慮している。

過去の公報で観察されたとおり、職場における工学的ナノ粒子への曝露評価に関して専

門誌に発表された研究数は非常に少ない。米国国立労働安全衛生研究所（NIOSH）により

発表された報告が確認されている。

1.1 曝露データ

職場における曝露

事例研究：実験室内での高分子複合材料取り扱い中に作業者がカーボンナノファイバーに曝

露される、潜在的曝露源の特定とキャラクタリゼーション

Methner ら（2007 年）[1]

NIOSH は高性能高分子複合材料を生成するために、カーボンナノファイバー（CNF）を使用

する大学系研究室において測定を実施した。以下の操作について監視を行った：

 「CNF を含む押し出し成形後の複合材料を細断する」

 「フード内で計量するため、CNF を実験室のフード外でプラスチック容器から小型ビー

カーへ移す」

 「フード外の床上に設置された、局所排気装置（LEV）の付いていない 5 ガロンの混合

容器に CNF を移し、機器を使用してアセトンと混合する」

 「水冷ノコギリを使用して複合材料を切断する」

 「大塊を除去するために、オーブン乾燥、エポキシコーティング済みの CNF を手動で囲

いのない実験台上へ移す」

PM10 質量濃度、粒子個数濃度、活性表面積濃度、粒度分布をリアルタイムな機器を使用

して監視した。サンプル採取には水晶フィルターを使用して NMAM 法 5040 でカーボン解析

を実施し、また点平面電気集塵装置（ESP）を使用してカーボン格子に採取し、透過型電子

顕微鏡分析をおこなった。吸入可能粉塵および表面サンプルも採取した。煙管チューブ、LEV

コントローラならびに屋上エアハンドラーの目視により換気を評価した。

知見は以下のとおりであった。

 上記の操作において、実験室内に大きな CNF 発生源は形成されなかった。

 二つの操作（ケージ内の非換気エリアにおける CNF の計量・混合ならびに複合材料の水
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更に、ドイツおよびスイスの企業にアンケート調査を実施して、職場におけるナノマテ

リアルの製造と取扱いに関する情報を収集した調査報告が二件あった。

ドイツにおけるナノマテリアルへの曝露－ドイツ連邦労働安全衛生研究所（BAuA）および

化学工業協会（VCI）による企業実態調査

Plitzko と Gierke（2007 年）[2]

本報告書は、職場におけるナノマテリアルの製造と取扱いについて情報を収集するため、

ドイツ企業へ実施したアンケート調査について報告した。アンケートは二部構成で、「全製

品共通の一般的事項」と、吸入による曝露の可能性に焦点を置く「個別ナノマテリアルに

関連する製品に限定した特殊事項」とから成る。参加した 217 社のうち 21％（45 社）がナ

ノマテリアルを扱う活動（生産、使用または処理）をおこなっていた。同アンケートにお

いてナノマテリアルの定義は「最低でも 2 つの寸法において 0.1μm 未満の長さである粉末

として製造される粒子およびその集合体と凝集体」とされた。活動の定義は「ナノマテリ

アルを 10kg／年の量で扱う活動」であった。アンケートにより以下のことが判明した。

 企業の 40％（18 社）が 10～100kg／年の量で活動をおこなっていた。

 企業の 11％（5 社）が 100 トン／年を超える量でナノマテリアルを生産していた。

 企業の 71％（32 社）においてナノマテリアルを取り扱う活動を担当する作業者が 1～

9 人であり、16％（7 社）において 10～49 人、2％（1 社）において 50～249 人、9％

（4 社）において 250 人を超えた。

 企業の 31％（14 社）が定期調査または実地調査で測定（吸入可能部分と呼吸可能部分

の重量分析および粒子個数濃度）をおこなっていた。

 企業の 58％（26 社）が健康に対する潜在的影響について情報を有すると表明した。情

報を持たない企業（40％、18 社）は主に 100kg／年未満の量で活動をおこなう企業で

あった。

 測定結果はほとんど報告されなかった。報告された吸入粉塵濃度は 0.2～10mg/m3であ

り、呼吸可能な粉塵濃度は 0.1～3mg/m3、粒子個数濃度は 0.1×105～6.0×105個／cm3

であった。

 保護手段としては技術的処理手段、換気手段、個人保護対策（呼吸保護）などがあっ

た。

冷ノコギリによる切断）において、質量および個数濃度について背景濃度に比較して浮

遊粒子が僅かに増えた。

 ESP サンプルではファイバー束はほとんど観察されなかった。全炭素を使用した空

気・表面分析では、CNF が実験室から放出されて隣接するオフィスへ移動していると

考えられた（おそらく靴を介して）。
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Helland ら（2008 年）は 2005 年 12 月～2006 年 2 月の期間にドイツおよびスイスにお

いてナノマテリアルを生産・利用する企業 40 社に書面調査をおこなった[3]。アンケートは

1）材料の特性、2）曝露および有害性評価、3）リスク評価の三部で構成されていた。ナノ

マテリアルは 1 つ以上の寸法が 100nm 未満の工学的材料として定義された。知見は以下の

とおりであった。

 4 社（10％）がライフサイクル中の生物によるナノマテリアル摂取の可能性（対人曝露

を含む）を調査していると報告した。

 企業の 3 分の 1 がリスク評価を実施していると報告した。

 ナノマテリアルの 62.5％が球体、20％が薄板状、5％がファイバー状、7.5％がその他

として報告された。

ナノ粒子の粉塵挙動は重要な性状である。通常の取扱い操作においてナノ粒子が容易に

大気中に浮遊しない場合は、吸入による関連リスクは大幅に低減される。粉塵試験により、

粉末の取扱い中に大気中に浮遊する傾向があるか否かについて調査と定量化が可能となる。

2006 年に欧州標準化委員会（CEN/TC137/WG3）はバルク粉末の粉塵測定に関する基準を

規定する文書（EN15051）を作成した。この基準では、健康に関連するバルク固体材料の

破片の粉塵度を分類する方法として二種類の参照試験方法（一滴法または回転ドラム法）

を設定している。

本稿ではナノ粒子の粉塵挙動に関する報告を一件確認している。Schneider と Jensen

（2008 年）は単一液滴法および回転ドラム法試験の両方が少量のサンプルに適応できる粉

塵度試験を開発した[4]。

凝集・ナノ粉末の挙動

小型ドラムを使用した微細～ナノサイズ粉末に対する複合型単一液滴・回転ドラム粉塵試

験

Schneider および Jensen（2008 年）[4]

筆者たちは少量のサンプル（マテリアル 6g）を使用して単一液滴法および回転ドラム法

試験の両方を実施できる粉塵試験を設計した。この試験は単一液滴法試験で始まり、EN

15051 回転ドラムの小型バージョン（シリンダー長さ 23cm、内径 16.3cm、容積流量 11L/

分）を使用して回転試験を続けた。回転試験は回転速度 11rpm で実行された。粒度分布お

よび個数濃度は高速移動度の粒度測定器と空力的粒度測定器を使用してドラム内で測定さ

れた。試験対象材料の粉塵指数は mg/kg の単位でフィルターに収集された粉塵の質量から

計算された。
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ナノ粉末の挙動研究の手法としては、他にも適用されてきた方法がある。

 Debrincat ら（2008 年）[5]はニッケル自溶炉濃縮物および粉塵凝集体内の粒子間力の

強さを、実験観察と文献から得られた数式を組み合わせることで決定した。凝集体は

張力が 0.01Pa～38.7Pa で、粒子間力が 2.2×10-12N～1.5×10-10N であった。

 Teleki ら（2008 年）[6]は粒子の集合と凝集を迅速かつ定量的に把握するために、高圧

分散と動的光散乱（DLS）利用の可能性を調査した。集合体は強い化学的な力により

粒子が結合することで形成され、凝集体は弱い物理的な力により粒子が結合すること

で形成される。二酸化チタン粉末を高圧下でノズルから静電気的に安定させた水性懸

濁液中に分散させることにより、凝集体の大きさが減少することを明らかにし、一次

粒子と粒子の凝集体からなる二峰性の大きさ分布を得た。

粉末の非凝集化を研究する新手法を記した報告が一件確認されている。Kurkela ら（2008

年）はシステム内の粒子堆積を最低限にとどめた粉末の非凝集化研究の新手法を報告した

[7]。粉末を器具内へ低速で連続的に供給し、調整可能な分散気体流と衝突させた。凝集体

の下流における粒度分布を測定した。この手法はミクロンレベルの大きさのシリカおよび

ガラス球で試験済みであり、ナノ粉末の試験にも利用できうる。

Moss（2008 年）は、リスク推定においてナノ粒子の個数が重要であり、ナノ粒子個数と

表面積の両方が関連することを最近報告した[8]。潜在的な悪影響に関して、ナノ粒子に対

する曝露を評価する上で最適な尺度（質量、個数、表面積など）につき同意が得られるま

では、職場におけるナノ粒子の放出を入念に特徴付け、監視するために幅広く機器を使用

筆者たちは色素グレード超微細 TiO2、コランダム（アロキサイト）の 2 等級、イットリ

ウム安定化ジルコニア（Y-ジルコニア）顆粒、ヒュームド・シリカ、針鉄鉱、タルク、ベン

トナイトを試験した。

その結果、以下の知見が得られた。

 再現可能な結果が得られた。

 ほとんどのサンプルにおいて 0.9μm 以上のほぼ分離された二件の粒度モードが現れ、

色素グレード TiO2とアロキサイトを除いて 100～200nm の粒度モードが一件現れた。

 回転ドラム試験中、クリスタライトの大きさが増加するにつれ発生粒子の合計数が減

少する傾向が見られた。

 色素グレードの TiO2が粉塵について最も低く（31±21）、超微細 TiO2が最も高い結果

となった（8338±233）（300 倍）。この粉塵指数は EN 15051 に定義される、胸部粉塵

と吸入可能な粉塵の間に位置する。

1.2 大気中に浮遊するナノ粒子の測定および監視
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する必要があろう。そのような機器の評価・開発については数多くの報告が発表されてい

る。

職場において大気中に浮遊する工学的ナノ粒子への曝露を評価するための機器の性能と

検知限界を調査することが重要である。

凝縮粒子カウンター（CPC）はエアロゾル粒子の個数濃度測定に使用され、サブミクロ

ンの粒子を検知できる。超微細水性 CPC の性能についての報告が一件発表されている。

機器または手法の評価

超微細水性 CPC TSI 3786 の操作と他の TSI モデルの比較（TSI 3776、TSI 3772、TSI

3025、TSI 3010、TSI 3007）

Mordas、Manninen、Petaja、Aalto、Hameri、Kulmala（2008 年）[9]

筆者たちは超微細水性凝縮粒子カウンター（UWCPC TSI3786）の性能を評価した。飽

和器と伸長管の温度差および粒子の化学的組成による検知効率への影響を調査した。以下

の点が指摘されている。

 銀粒子については、切断サイズ D50 が温度差 53～70℃の走査中に 2.9～4.5nm と変動

した。筆者たちは「UWCPC は、非吸湿性粒子についてでさえ、3nm 以下の調査に適

用可能である」と結論付けている。

 飽和器と伸長管との温度差 70℃を利用すると、D50 切断サイズは銀、硫酸アンモニウ

ム、塩化ナトリウムについて、それぞれ 2.9、2.3、1.8nm であった。

 15 および 30nm 銀粒子を使用した場合、濃度 3,000～50,000cm-3の範囲でカウント効

率が非常に良好であった。観察可能な最高個数濃度は（10％精度内で）100,000 cm-3

であった。

 他の TSI モデル（TSI 3785、TSI 3776、TSI 3772、TSI 3025、TSI 3010、TSI 3007）

とブタノール性 CPC（TSI 3776、TSI 3025）に比較して、UWCP は銀粒子について

ブタノール性 CPC よりも切断サイズが大きかったものの、他の TSI CPC よりはサイ

ズが小さかった。

 銀粒子を使用した標準設定下の操作体制では、TSI 3776 が検知限界が最も低かった

（D50 が 3.2nm）（例えば TSI 3025 の 3.6nm に比較）。

電気エアロゾル検知器を使用した平均粒度決定と凝縮粒子カウンター（CPC）：走査型移動

度粒度計との比較

Frank、Saltiel、Hogrefe、Grygas、Garland（2008 年）[10]

筆者たちは粒度 13～183nm の燃焼エアロゾルを使用して大気中に浮遊するナノ粒子の

平均粒度測定について二種の手法を比較した。
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低圧インパクターにより大気中浮遊粒子をサンプル採取し、粒度により分類することがで

きる。Wang ら 2007 年）は Dekati 低圧インパクター（DLPI）により決定された石炭灰粒

子の質量粒度分布を Berner 低圧インパクター（BLPI）によるものと比較した[11]。BLPI

と DLPI は収集段階がそれぞれ 11、13 で粒度範囲が 30nm～16μm と 30nm～10μm の低

圧インパクターである。知見は以下のとおりである。

 DLPI はサブミクロン粒子を BLPI よりも大きな質量分率で収集した。

 DLPI は（収集段階が 2 段階多いため）BLPI よりもサブミクロン粒子について分解能

力が高い可能性がある。

ナノ粒子に対する曝露測定のための機器と手法の開発または改善（より良い分解能力、

応答速度の改善、帯電性能の改善）については、多数の報告が発表されている。

職場においてランダムかつ短期間に高濃度を発生する可能性のある処理で生じる工学的

ナノ粒子に対する曝露を測定する際、高速で応答する機器が非常に有用となる。ナノ粒子

の粒度測定に最も一般的に使用される機器は、電気型移動度相当粒径により粒子の粒度を

●走査型移動度粒径測定計（SMPS）は電気型移動度相当粒径により粒度を測定するが、完

全走査を実行するのに 3～5 分かかる。

 電気的エアロゾル検出器（EAD）と凝縮粒子カウンター（CPC）を組み合わせることにより迅速な測

定が可能となる。EAD はエアロゾルの直径濃度または長さの合計を mm/cm3 単位で測定する。平均

粒度（nm）は 106×EAD によるエアロゾル長さ合計（mm/cm3）／CPC 濃度（cm3）となる。EAD

と CPC はサンプル流量が共に低い（それぞれ 2.5 および 1.5L/分）。

筆者等の知見は以下のとおりである。

 EAD/CPC と SMPS による平均粒度データの一致は低かった。

 EAD/CPC と SMPS による合計エアロゾル長さのデータは一致していた。

 測定差異は CPC と SMPS による測定濃度の差異によると思われる。

平均粒度の差異は分散ロスとナノ粒子集合体の易動度、また粒子の形態、帯電および組

成に原因があると思われる。筆者等は EAD と CPC の組み合わせは急速に変化する粒子挙

動源の平均粒度測定についての単独手法として使うには見込みが低いと結論している。

機器および手法の開発

分解能力と応答速度を向上させた機器の開発
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測定する SMPS である。従来の SMPS では走査時間が 3～5 分であったが、近年、高速応

答機器が複数開発されている。大気中浮遊ナノ粒子の粒度測定用高速応答機器の改善およ

び性能に関する報告が確認されている。

大気中に浮遊するナノ粒子の質量濃度は、職場に存在する濃度が低い場合、特に測定が難

しくなる。Dohn ら（2007 年）はカンチレバーに付着した粒子の質量、位置、カンチレバ

ーの共振周波数の変化を関連付ける分析的方法を導き出した[13]。筆者たちはこれが精度の

高い粒子質量測定に応用できると主張している。

Wake（2006 年）により示されているように、形態の異なる粒子の質量、個数、活性表

面積濃度の間の相関は単純ではない[14]。このため、職場においては幅広い機器を配備して

3 つの測定基準すべてに基づく曝露濃度の評価が必要となるが、理想的にはすべての 3 測定

基準を測定できる機器が必要である。これまでの調査では、こうした多機能機器の開発に

関する報告は確認されていない。現在そのような機器は存在しないが、科学者は粒度測定

から表面積情報を導き出すため、表面積と移動度粒径の間に実証的相関性を確立しようと

試みている。

Cho ら（2007 年）は凝集ナノ粒子の移動度粒径と一次粒子の個数と粒度との相関を実験

対数正規粒度分布を示すサブミクロンのエアロゾル粒子の単極チャージャーと単極フィール

ド・チャージャーを同時使用したリアルタイム測定

Park、Kim、An、Hwang（2007 年）[12]

Park ら（2007 年）は、対数正規粒度分布を示すサブミクロンのエアロゾル粒子に対する高

速リアルタイム測定用の単極分散チャージャーの開発と性能に関する研究を発表している。

筆者たちは、電位計と凝縮粒子カウンター（CPC）を取り付けた単極分散チャージャーを使

用することで、NaCl の 80.5nm とセバシン酸ジオクチル（DOS）粒子の 427nm という推定

平均幾何学的直径が SMPS で測定される数値と比較して 33％大きいことを解明した。同研究

においては、単極フィールド・チャージャーと CPC の代替電位計 1 台を使用することで測定

方法を改善し、以下の知見を得た。

 NaCl（＜100nm）および DOS（100～700nm）粒子の推定結果は、SMPS により測定

したデータの 10％以内であった。

 改善設定（単極フィールド・チャージャーと電位計 2 台）による検知時間は先の設定（単

極フィールド・チャージャー、電位計と CPC）による 5s よりも速くなった（＜3s）。

多機能機器の開発
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的に確立した[15]。筆者たちはこの結果を利用して凝集体の表面積を測定された移動度粒径

の関数として算出し、表面積と移動度粒径との間に実証的な相関関係を設定した。これは

一次粒子の個数が限られていて、遷移領域にある（標準状態として）凝集体にのみ有効で

ある。

エアロゾル粒度の決定や測定に使用される拡散荷電装置（DC）、SMPS または電子式低

圧インパクター（ELPI）などの機器は検知前の粒子の電荷を変化させる。粒子に荷電する

性能は粒子直径により大きく異なる。粒度測定機器用のエアロゾル・チャージャーの開発

と改善については二件の報告が確認されている。

 Kleefsman ら（2008 年）はエアロゾル粒子が帯びる合計電荷に基づき各種エアロゾル・

チャージャーを比較する数値モデルを導き出した[16]。

 Vivas ら（2008 年）はサブミクロン粒子（1 以上の電荷を獲得できる＞20nm の粒子）

の多重荷電を低減するため、既存のコロナ単極チャージャー（Bϋscherら、1994 年）

を設計しなおした[17]。このコロナ・チャージャーは微分移動度解析器（DMA）によ

るサブミクロン粒子の粒度選択に適していると筆者たちは主張する。両極性拡散に比

較して、一般的に SMPS に関連して使用される放射能源が存在しないことが利点であ

る。

大気中に浮遊するナノ粒子の濃度に加え、物理的および化学的キャラクタリゼーション

が工学的ナノ粒子と大気中超微細粒子の区別に重要である。質量、個数、表面積濃度をリ

アルタイムで測定する機器は化学的または形態学的情報を提供しないため、職場において

工学的ナノ粒子とバックグラウンドの微細粒子源を区別するのが難しいことが認識されて

いる。アプローチの一つとして、オフラインの電子顕微鏡検査による物理的、化学的キャ

ラクタリゼーションのために粒子を収集することがある。

エアロゾル粒子測定機器の荷電性能の改善

物理的、化学的キャラクタリゼーションのための機器の評価

石炭火力発電所から排出された大気中微粒子エアロゾルの半定量的キャラクタリゼーショ

ン

Hinkley、Bridgman、Buhre、Gupta、Nelson、Wall（2007 年）[18]

Hinkley、他は石炭火力発電所から排出された超微細エアロゾルのサンプル採取と化学的

分析の方法と結果について報告した。＞1μm の粒子を Burkard 胞子試料採取装置により

採取し、走査型電子顕微鏡（SEM）により分析した。0.3～1.0μm の粒子はカスケードイ

ンパクターを使用して粒度による画分で採取し、イオンビーム解析および主成分分析をお

こなった。＜300nm 粒子は TSI ナノ粒子エアロゾルサンプラー（NAS）を使用して採取し、
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Tantra ら（2008 年）は使用可能な分析手法の内で CNT 検知に適切と思われる手法を評

価し、職場における CNT 測定にかかわる課題について検討した[19]。これらの手法とは、

顕微鏡検査手法（電子顕微鏡検査、走査型プローブ顕微鏡検査）、分光学的手法（ラマン分

光法、フーリエ変換赤外（FTIR）分光法、蛍光分光法、テラヘルツ分光法）である。

非従来型の機器開発に関する報告例も数件ある。Bogan ら（2008 年）はパルス状の X 線

ビーム内に自由浮遊中の単体粒子を導入し基板を使用しない画像を得る技術について報告

している[20]。単一の X 線パルスによる回析画像化（または、レンズを使用しない画像化）

により 40nm 以上の解像度が実証された。遮断された粒子は、更に、飛行時間形質量分析

器（TOFMS）を用いて化学組成のキャラクタリゼーションに適用することが出来る。

大気中に浮遊する工学的ナノ粒子の職場における曝露評価に使用する機器の性能と検知

限界を調査することが重要である。大気中に浮遊するナノ粒子の測定と試験を目的として、

実験室環境において安定的で再現可能なキャラクタリゼーションを備えたナノ粒子エアロ

ゾルを発生させる必要がある。下記の興味深い報告が発表されている。

NAS は更なる分析のために、帯電している粒子を基板（TEM 格子など）に採取するこ

とができる。これは底部に電極をサンプル採取室とその中へ空中浮遊粒子を吸い込むポン

プから構成される。採取室と電極の間の電界（最高 10,000V）により帯電した粒子が基板

に集められる。本研究では筆者等は NAS の前にカスケードインパクター（大きな粒子を除

去するため）と電荷中和装置を使用した。粒子はホルムバール製の薄いフィルムで構成さ

れる TEM 格子上に採取した。TEM 画像により粒子および凝集体の種類（形状、大きさ）

に関する情報が得られ、EDX により定性的化学分析が得られた。

空中浮遊ナノ粒子の基準および発生

ブラウン凝集に基づく超微細エアロゾルの参照個数濃度発生器

Koch、Pohlmann、Schwarz（2008 年）[21]

筆者たちは超微細またはナノ粒子の個数濃度測定用の機器の校正と設定のために参照個

数濃度（校正源）を提供するシステムを開発した。

同システムは有機気体の均質な核生成によるエアロゾル発生とブラウン凝集による粒子成

長に基づく。筆者たちは高い再現性で液体ナノ粒子の予測可能な参照個数濃度（106から 107

個／cm3）を発生させることが可能なシステムを設計した。これは限られた時間内（100s～

1000s）で校正に使用できる。



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-11

作業者の健康保護において、管理は非常に重要な役割を果たす。法律は危険やリスクを

管理することを求めている。リスクを排除することが実行不可能な場合には、代替や工学

的管理によりリスクを低減する必要がある。最終的な管理レベルは個人用保護具（PPE）

の提供となる。過去の公報に見られるとおり、ナノ粒子に関する工学的管理の性能に関す

る発表論文は非常に少ない。今次調査では工学的管理に関する報告は確認されなかったが、

フィルターや保護具の性能効率に関する研究が数件発表されていた。

今次調査において、ナノ粒子の工学的管理に関する報告は確認されなかった。

フィルターは、空気清浄や個人の呼吸保護など、多岐にわたる管理手法に使用されてい

る。ナノ粒子エアロゾルについてフィルター通過効率を試験することが重要である。数件

の報告が確認されているが、今次調査では、マスクの「顔面装着試験」に関する研究はな

かった。

1.3 管理

工学的管理

フィルター

NIOSH 承認済み N95 フィルター付き覆面呼吸装置のナノ粒子通過

Rengasamy、Verbofsky、King、Shaffer（2007 年）[22]

筆者たちは 5 つの NIOSH 承認済みの市販 N95 フィルター付き覆面呼吸装置（半マスク）

について 2 つの試験法で通過測定をおこなった。

 多分散エアロゾル試験法（NIOSH 呼吸装置承認試験と同様の TSI 8130 自動フィルタ

ー試験を適用）

 単分散 NaCl エアロゾル試験法（TSI 3160 分別効率試験装置を使用）

単分散エアロゾル試験法については、粒度範囲 20～400nm および流量 85L/分の NaCl

粒子を使用してデータを収集した。

知見は以下のとおりである。

 5 種類の呼吸装置について多分散エアロゾル試験法で測定した初期粒子通過レベルは

0.61％～1.24％であった。

 最も通過率の高い粒度は約 40nm であった。

 40nm 単分散エアロゾルに測定された平均粒子通過レベルは 1.4～5.2％であった。他の

報告に記された最大通過粒度はほとんどの繊維性フィルターについて 100～400nm
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Boskovic ら（2007 年）は同じ電気的移動度でも異なる形態のナノ粒子の除去について、

フィルター効率が異なる可能性がある（例えば立方体状の酸化マグネシウム（MgO）に比

較して球状ポリスチレンラテックス（PSL）の方がフィルター効率が高い）ことの原因を理

解するために更なる研究をおこなった[24]。粒度範囲が 50～300nm の球状 PSL と立方体

状の MgO の鉱油コーティング・ポリプロピレンフィルターによる 10～20cm/s のフィルタ

ー効率について調査した。形態の異なる粒子について同様のフィルター効率が得られ、フ

ィルターに油をコーティングすることで初回衝突後のフィルター繊維に沿った粒子の動き

が最低限にとどめられたことを結論付けている。

であるが、これがフィルターのタイプと特徴、また実験条件（流量、粒子の電荷など）

によっても変動することが指摘されている。

 5 種類の呼吸装置におけるフィルター性能の順位は 2 つの試験法の間で一致した。

Nanosafe2（EU 助成金によるプロジェクト）は繊維性フィルターと個人用保護具のエア

ロゾルに対する効率に関する一般報告書を発表した[23]。その主な論旨は以下のとおりであ

る。

 「ナノ粒子に対して繊維性フィルターはさらに高い効率性を持つ」最大通過粒度は約

150～300nm である。Wang と Kasper は温度反発効果により繊維性フィルターによる

ナノ粒子のフィルター効率に限界があると予測したが、2nm を超える粒径については

検証されていない。

 「HEPA フィルター、呼吸装置カートリッジ、マスク用繊維性フィルターはナノ粒子

に対してさらに高い効率性を持つ」Nanosafe2 共同研究体はグラファイトナノ粒子を

使用して前面風速 9.6cm/s の下で HEPA フィルターを試験した。ナノ粒子エアロゾル

通過率は粒度によって大きく減少したことが明らかになった。

ナノファイバー製フィルター材：フィルターに関する課題と極小材料による解決法

Barhate と Ramakrishna（2008 年）[25]

筆者たちはナノファイバー製フィルター材を検討した。直径 100～1000nm の繊維から

形成されるこれらのフィルター材は軽量で透過性が高く、開口部径が小さいためフィルタ

ー用途と最高の通過率を持つエアロゾル粒子（従来のフィルターについて 100、500nm と

して文献に報告されている）の回収に優れている。高性能（HEPA）フィルターまたは H

タイプフィルターとして推奨されるこれらのフィルターは、直径 300nm 以上の粒子に対

し 99.97％の最低除去効率を有する。

個人用保護衣と手袋
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個人用保護衣と手袋は、化学物質やほこりに対する皮膚の接触から作業者を保護するた

めに使用される。ナノ粒子エアロゾルの保護衣および手袋通過に関して試験することが重

要である。

吸入毒性研究にとり、はっきりした粒度分布と濃度を有し、再現可能で安定したエアロ

ゾルを曝露期間中に生成できることが重要である。これは非常に難しいかもしれない。こ

の問題に対処した報告が数件発表されている。

Nanosafe2（EU 助成金によるプロジェクト）繊維性フィルターと個人用保護具のエアロ

ゾルに対する効率に関する一般報告書の主な論旨[23]は以下のとおりである。

 「不織布はナノ粒子の通過に対して効率性が高く（気密製材質）、綿繊維製の保護衣の

着用は避けるべき」Nanosafe2 共同研究体は、気流の存在下と非存在下での手法を使

用して保護衣の性能を試験した。透過拡散セルとグラファイトナノ粒子（30 および

80nm）を使用し、拡散係数は綿（80nm ナノ粒子について＞2.5×10-6m2/s）、紙（30nm

ナノ粒子について～1.8×10-6m2/s）に比較して不織 Tychem および不織 Tyvek（＜1

～2×10-7m2/s）で小さい結果となった。

 「警告：ナノ粒子は市販の手袋を通過する可能性がある！ 最低でも二重にして使用

すること」ニトリル、ラテックス、ネオプレン、ビニール製手袋を数種類試験した。

透過拡散法とグラファイトナノ粒子を使用して、知見は以下のとおりであった。

 80 および 30nm の粒子は手袋を透過した。

 80nm の粒子は 30nm の粒子よりも容易に手袋を透過した。80nm ナノ粒子の拡散係

数は＜1×10-11から～4×10-11m2/s であった。

1.4 キャラクタリゼーション

バルク・ナノ粒子のキャラクタリゼーション

ナノ粒子の生成

粒度、結晶相、形態を独立管理、厳密管理による火炎エアロゾル反応炉内のナノ粒子生成

Jiang、Chen、Biswas（2007 年）[26]

筆者たちは生物学的影響の研究用に、粒度、結晶、構造、形態、約 10mg/時の凝集などの物

理化学的特徴を管理してナノ粒子を発生させる火炎エアロゾル反応炉（FLAR）システムを開

発した。この手法は TiO2について実証された。
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Guo ら（2007 年）は健康影響の研究のために、H2/空気拡散火炎内で酸化鉄ナノ粒子を

合成した[27]。筆者たちは粒子の 2 つの粒度状態を測定した。大きな粒度状態には直径中心

値が 45nm なでの結晶性の非凝集粒子が含まれ、小さな粒度状態には主に粒度が 3～8nm

の非結晶性の粒子が含まれた。ナノ粒子は TEM、X 線回析、表面積測定、誘導結合プラズ

マ質量分析法、分光光度法により特徴づけられた。

Smart ら（2007 年）は高分子ナノ複合材料と毒性の研究用に、高エネルギーボールミル

粉砕による二層カーボン・ナノチューブ（CNT）短縮について調査した[28]。ボールミル粉

砕により非結晶性成分が増加し、処理時間が 4 分を越えると CNT は大幅に破壊された。キ

ャラクタリゼーションには TEM、高解像度 TEM（構造、形態、側壁の破壊を観察し、直

径を推定するため）、SEM（形態のキャラクタリゼーションのため）、ラマン（直径とナノ

チューブの種類を調べるため）、熱重量分析（TGA）（残存金属触媒濃度を決定するため）、

X 線光電子分光法（DWCNT 側壁の酸化の決定と各種炭素質の種類を定量するため）をお

こなった。

ナノ粒子の潜在的毒性について理解するためには、粒子のキャラクタリゼーションを完

全にまた正確におこなうことが不可欠である。加えて、如何なる試験においても一貫性と

再現性を確認するため、ナノ粒子のキャラクタリゼーションは根底を成すものである。バ

ルク形態、液体中（生物体または水・溶媒）または毒性評価用のナノ粒子のキャラクタリ

ゼーションに関する報告は数件発表されている。

Ziegler ら（2007 年）は一層カーボンナノチューブ（SWCNT）の長さの測定方法を報告

バルク形態、液体または生物組織内におけるナノ粒子のキャラクタリゼーション

ナノ粒子の活性は粒度と結晶相に依存するか？

Jiang、Oberdorster、Elder、Gelein、Mercer、Biswas（2008 年）[29]

筆者たちは TiO2 ナノ粒子の物理化学的特性の活性酸素種（ROS）生成能力に対する依

存度を調査する方法を報告している。TiO2ナノ粒子は数種類の気相合成方法を使用して管

理の良いエアロゾル経路で生成された。分析された物理化学的特徴は以下のとおりであっ

た。

 SMPS を使用して合成過程中に測定した粒子移動度粒度分布

 フィルター上に採取の後、TEM および SEM により測定した形態と一次粒度分布

 X 線回析で測定した結晶の大きさ、結晶構造、異なる結晶相の重量分率
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した[30]。Birch 反応によるドデシル基鎖における SWCNT の機能化では、クロロホルム中

でナノチューブは高度分散した。懸濁液を超音波処理と劈開したばかりの雲母基板上に弱

めにスピンコーティングした。ナノチューブは原子間力顕微鏡検査（AFM）とユーザーの

介入を最小化したナノチューブ、ナノチューブ・ロープ、粒子を区別できるソフトウェア

を使用して視覚化した。

顕微鏡検査はキャラクタリゼーションの重要ツールである。ナノ粒子の組織や細胞内に

おける位置を突き止めること、また、ナノ粒子がどのように細胞内に入りその後どのよう

な結末を辿るかを探査できる。本稿では、この分野の報告を多数選択した。

今次調査では、ナノ粒子の細胞内取り込みのキャラクタリゼーションと視覚化に関する手

法の報告例を他にも数件確認した。

透過型電子顕微鏡検査による気道内ナノ粒子の視覚化と定量分析

Muhlfeld、Rothen-Rutishauser、Vanhecke、Blank、Gehr、Ochs（2007 年）[31]

筆者たちは組織および細胞におけるナノ粒子の視覚化と定量分析用の改良型 TEM を報告してい

る。以下の適用可能性、利点、欠点を評価した。

 準備手順

化学的固定

物理的固定

 TEM 手法

従来型 TEM ごく少数の例外を除き、従来型 TEM はナノ粒子の特定と技術的偏向（細胞構造

とナノ粒子の混同など）を避けるため、他の手法と併用するべきである。

免疫 TEM はナノ粒子および抗原の視覚化、共局在化、定量化を可能とする。

エネルギーフィルター処理 TEM では高解像度 TEM、電子エネルギー損失分光法（EELS）と

画像化を組み合わせる。元素マッピングが可能であり、細胞構造とナノ粒子を明確に区別できると

考えられる。

電子断層撮影はナノ粒子の形態、体積、表面を 3D で分析することを可能とする新興技術である。

近年ナノ粒子と細胞構造の相互作用に関する研究に応用されている。同技術はナノ粒子と高分子の

間の接触位置を研究するのに有用と期待されている。

下記についても検討されている。

 光と電子顕微鏡検査を互いに関連付けるアプローチの開発（HRTEM との生細胞顕微鏡との組

み合わせなど）

 組織および細胞におけるナノ粒子の分布の定量分析用立体解析学的手法
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 Porter ら（2007 年）は、エネルギーフィルター透過型電子顕微鏡検査（EFTEM）と

電子エネルギー損失（EEL）スペクトル画像化の組み合わせによる細胞内の個々の

SWCNT の視覚化につき報告した[32]。従来の画像化技術では不可能であった、染色な

しの良質画像コントラストをこの手法により実現できることを明らかにした。また、

表面の化学活動に荷電せずにヨウ化銀を SWCNT 中に封入し、共焦点顕微鏡法検査に

より視覚化することで細胞内 SWCNT を画像化する手法が紹介されている。

 Rothen-Rutishauser ら（2007 年）[33]は顕微鏡検査技術を利用してナノ粒子の細胞内

位置を特定した。

 エネルギーフィルター透過型電子顕微鏡検査（EFTEM）と電子エネルギー損失ス

ペクトル（EELS）の組み合わせによる銀コーティングの金粒子（25nm）、TiO2

（20 および 30nm）ナノ粒子の存在検知と細胞内位置の特定を行った。

 レーザー走査型顕微鏡検査と画像復元の組み合わせによる蛍光標識ポリスチレン

粒子（1μm および 78nm）の細胞内位置の特定。粒子は Diacount ソフトウェア

を使用して数え、特定の細胞表面マーカーにより標識される細胞の種類ごとに各

種粒子の定量的分布を分割表分析により比較した。

 Chiellini ら（2007）はフルオレセイン標識をおこなったヒト血清アルブミンと共沈し

た生体内除去が可能な高分子ナノ粒子の細胞内における末路を調査するため共焦点レ

ーザー走査顕微鏡法を使用した[34]。

 Kwon ら（2008 年）はマウスに吸入させた 50nm の蛍光磁性ナノ粒子の分布を調査す

るため、磁気共鳴像（MRI）と共焦点レーザー走査型顕微鏡検査（CLSM）を使用し

た[35]。蛍光像分析には臓器の固定組織のスライドとしてナノ粒子を視覚化した。MRI

画像はマウスの脳の画像を得た。

 Choi ら（2007 年）は指紋検出用粉末としてのペリレンジミド（perylene diimide）染

料の合成とその TiO2 ナノ粒子吸収に関して報告した[36]。この染料は生存細胞の画像

化に使用可能である。

組織および細胞内の粒子分布評価のための定量的顕微鏡検査法を記した興味深い報告が

一件調査で確認されている。

異なる組織間および細胞内区画間のナノ粒子分布を分析する斬新な定量的手法

Muhlfeld、Mayhew、Gehr、Rothen-Rutishauser（2007 年）[37]

筆者たちは組織および細胞の区画画像内における粒子分布を評価する定量的顕微鏡検査

手法を記した。この手法は組織または細胞内区画に関連する粒子数を数えることと各区画の

推定寸法に基づく。各区画における粒子数がその大きさから予測されるよりも大きい

（RDI>1）、同等（RDI=1）または小さい（RDI<1）か、を示す堆積指標が計算される。ま

た、合計χ二乗値により観察された分布がランダムか否かが示され、部分カイ二乗値により

区画が粒子の選択的標的であるか否かを特定するのに資する。
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他にも、ナノ粒子に対する曝露後の動物組織と臓器中の金属量子ドットを定量的に検出

する誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）などの手法に関する報告が複数報告されてい

る[38][39][40]。

Isaacson ら（2007 年）は定量的液液抽出と液体クロマトグラフィー・エレクトロスプレ

ーイオン化質量分析を組み合わせ、水中のフラーレン（C60～C98）の定量とゼブラダニオ

の胚による C60 を取り込んだ[41]。この手法による定量化限界は 0.4μg/l、検出限界は 0.02

μg/l とされた。

ナノ粒子は溶液中においては凝集し、塊を形成する傾向がある。In vivo と in vitro での

実験のために液体内のナノ粒子の分散が不適切でキャラクタリゼーションが乏しい場合、

毒性評価の結果が間違ったものとなる可能性がある。今次調査では分散媒体と溶液中ナノ

粒子凝集のキャラクタリゼーションのための手法を報告した例が数件確認された。

 Deguchi ら（2007 年）は C60 粒子の模擬生理的環境における分散安定性を動的光散乱

（DLS）を使用して調査した[42]。DLS は多面的粒度分布の解像では能力に限界があ

ることが確認された。Couteau と Roebben は DLS では直径比率が 4 未満の様態同士

では分離が不可能であることを解明した[43]。DLS は C60 ナノ粒子の表面上のタンパ

ク質分子吸収を観察する際にも使用されている。

 Liu ら（2007 年）は溶液中の金ナノ粒子の粒度（5～60nm）決定のためのキャピラリ

ー電気泳道法に基づいた高速・高効率な手法を報告している[44]。

 Elgrabli ら（2007 年）は毒性調査を目的としてアルブミンを含む食塩水を使用してカ

ーボンナノチューブ（CNT）を分散させる方法を提案した[45]。

ナノ粒子上のタンパク質吸収は細胞による取り込みに影響を及ぼす。DLS または UV 紫

外・可視分光法などの手法を使用してナノ粒子の表面上のタンパク質吸収を調査する報告

が数件発表されている[46][42]。



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-18



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-19



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-20



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-21

2007 年 11 月～2008 年 2 月の 4 ヶ月間に実施した健康への影響に関する調査で得られた

文献では、テーマ別の分布パターンが過去の公報におけるものと近似していた。一次文献

の多くは工学的ナノ粒子の in vitro 系での影響（合計の 28％）（図 2）について記し、ナノ

粒子の in vitro で培養したヒト細胞に対する影響（13％）と動物細胞に対する影響（14％）

につき言及したものがほぼ同数であった。工学的ナノ粒子の対動物影響を記した文献の割

合（9％）は前回の公報よりも低かった。健康への影響に関する今次調査では概論が多かっ

た（57％）。

図 2：2007 年 11 月から 2008 年 2 月までの 4 ヶ月間に大気中中および加工済みナノ粒子の

人間の健康に対する影響に関して検索された文献数のテーマ別内訳

調査では、工学的ナノ粒子。大気中ナノ粒子のヒトの健康に対する潜在的影響に関する

研究をそれぞれ 2 件、5 件確認した。工学的ナノ粒子の影響を分析した 2 件のうち、最初の

1 件は本稿においては関連性の低いカーボンブラック、酸化チタン、タルクの吸入粒子によ

る発ガン有害性に関する IARC による結論を要約する。これらの化学物質の粒度はナノス

2．健康への影響

ヒトへの影響

ヒトのバイオマーカー

動物のバイオマーカー

動物実験研究

In vitro でのヒトへ

の影響研究

In vitro での動物へ

の影響研究

計算機モデル化

概論

文献数

加工製品

大気中のもの

2.1 ヒトへの影響の研究と疫学
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ケールに制限されないものの、IARC による検討は既出の NanoAlert 公報において疫学お

よび動物実験研究の双方につきカーボンブラックと酸化チタンの潜在的発ガン性を検討し

ているため、いずれにしても本稿に関連している。

工学的ナノ粒子のヒトの健康に対する潜在的影響に関する 2 件目の報告では、作業者の

カーボンナノファイバー曝露源として可能性のあるものを検討し、NanoAlert 本稿の曝露

部門において検討している[2]。

大気中の粒子に関する 5 件の人体影響研究は本稿とは関連性が低いため、簡潔な要約の

みを記す。2 件の研究において、志願者に対して大気中ナノ粒子に対する曝露の影響を調査

し、どちらも大気中の超微細粒子を吸入することが健康へ悪影響を及ぼすとの提案に一致

する結果となった。Frampton（2007 年）は超微細粒子（直径＜50nm）が効率的に気管内

に堆積し、この堆積が運動や喘息の存在により拡大することを実証した。血中白血球およ

び肺内ガス分散における変化は肺血管機能への影響を最も明快に示す[3]。Rundell らは喘

息を持たない男性による運動中の大量超微細粒子吸入により肺機能低下と呼気凝縮液の変

化（具体的には、硝酸塩の 43％減少）を示した[4]。更に、Samet ら（2007 年）は高濃度

の大気中粒子状物質に曝露された健康な志願者の気管支肺胞洗浄液と血液における心血管

系エンドポイントおよび複数マーカーについて分析した。心血管系、肺および血液のパラ

メータに比較的緩やかな粒度依存性の影響を報告している[5]。心血管系、呼吸器系、肺ガ

ンによる死亡率に対する相対的リスクは一般的に小さいものの、交通に関連する大気汚染

（特に粒子状物質に限定しない）は単独で死亡率に相関付けられている[6]。同様に、

Schwartz らは都市部の大気中浮遊粒子と生存率の用量反応関係の分析から、米国の環境保

アスベストやアスベスト繊維を含まない吸入カーボン・ブラック、酸化チタン、タルクに

よる発ガン有害性：IARC モノグラフ作業グループによる最近の評価

Baan（2007 年）[1]

IARC は酸化チタンおよびカーボン・ブラック（ここでは検討しないが、タルク）への曝

露による人体に対する発ガン有害性データを再評価し、その結論は IARC モノグラフ・シリ

ーズの第 93 巻で発表される予定である。両化学物質に対する疫学研究では発ガン性につい

て十分な証拠が得られていないが、齧歯類における実験で十分な証拠が存在する。このため、

IARC 作業グループはカーボン・ブラックと酸化チタンは人体に発ガン性を有する可能性の

ある第 2B 類として結論付けた。興味深いことに、吸入粒子肺クリアランス障害はその蓄積

に繋がり、実験動物と粉塵の多い職場における人体の両者に対して炎症、細胞傷害、繊維症、

また/あるいはガンを発生させる可能性があり、前者は人体についても該当すると作業グル

ープは指摘している。
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護庁（EPA）による現基準未満に粒子濃度を削減することで平均余命が延びると考えられ

ると結論付けている[7]。

実験動物に対するナノ粒子の影響に関する研究が調査によって 13 件確認された。この内、

6 件がカーボンナノチューブ（CNT）による潜在的影響を検討している。これらの報告は

増加している CNT の潜在的な健康影響に関する文献に基づくものであり、これらを要約す

ると、新たな構造体を吸入様の曝露経路により投与すると肺の炎症、繊維症、肉芽腫形成

に至ることが示唆されている。

吸入とは異なり、ナノ粒子を動物への点滴注入で得られた実験データの解釈と相関性に

ついては研究分野において議論の的となっており、ここで注目する最初の報告ではこの投

与経路 2 種類について予備的な比較をおこなっている。

動物実験と in vitro 実験の双方におけるナノ粒子分散の方法は様々であり、分散を促進す

るために界面活性剤（Tween など）、溶媒（テトラヒドロフランなど）またはタンパク質（血

清など）を添加された細胞培地やリン酸緩衝生理食塩水（PBS）などの各種媒介物が現在

使用されている。しかし、ナノ粒子のタンパク質吸収の問題は現在調査中であり、関連文

献を NanoAlert 前号で概説したが、実験結果に対する異なる媒体による影響を系統的に評

価する例はほとんどない。現在のところ、この重要問題に取り組んでいるのは 2 件の報告

のみであり、カーボンナノ粒子に関する実験結果に大きな影響を与える可能性がある。

2.2 in vivo 動物研究

多層カーボン・ナノチューブの気道内注入と吸入によりマウスの肺で誘発された病変に関す

る比較研究

Li ら（2007 年）[8]

多層カーボン・ナノチューブ（MWCNT）0.05mg をマウスに注入すると肺胞の炎症と損

傷を伴う CNT の凝集塊が気管支と肺胞に蓄積した。これに対し、MWCNT のエアロゾル

（32.6mg/m3、8、16、24 日間で堆積用量が 0.07，0.14、0.21mg）をマウスに吸入させる

と気管支よりも肺胞において多くの CNT 凝集体が確認された。肺胞壁の増殖と厚さが増加

したが、注入後に確認されたものよりも損傷の程度は低かった。

肺病変の違いは、CNT 凝集体の大きさの違いと、注入または吸入の結果気道においてそれ

らがどのように堆積するかによるものと思われることが示唆された。
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各種加工カーボンナノ粒子の分散媒体の比較

Buford ら（2007 年）[9]

各種の市販入手源から得られた様々なカーボンナノ粒子（フラーレン、単層（SW）、多層（MW）

CNT）を 7 種類の媒介物によって分散させた（5mg/ml）。

 細胞培地＋10％ウシ胎仔血清（FCS）

 100％FCS（±脱脂）

 リン酸緩衝生理食塩水（PBS）

 PBS＋7.5％ウシ血清アルブミン（BSA）

 PBS＋1％Tween 80

 100％DMSO

分散度は光学顕微鏡検査（400×）により評価した。それぞれの媒介物における粒子の中間粒度

面積はほぼ一貫していたが、最大凝集体の面積は粒子の種類と発生源、媒介物によって大きく変動

した。すべての粒子において最も分散の悪かった媒介物は PBS のみ、PBS＋1％Tween 80 および

100％DMSO であった。2 種類の分散剤（PBS 対 100％FCS）についてマウスへの注入後の影響に

ついて 24h および 7 日後に肺の組織学的検査により比較した。SWCNT は FCS を使用するとより

良く分散され、この媒介物が in vitro 実験において最も効果の高いものの一つであるとされた観察

結果と一致した。FCS により分散した分子は 7 日後も肺組織に残っており、この時点で持続的炎

症の徴候が見られた。

筆者たちは完全分散は現実的ではないと結論付けている。SWCNT および MWCNT はフラーレ

ンよりも凝集傾向があるものの、分散に最も効果的な媒介物はタンパク質および／または脂質を含

む。

In vivo および In vitro 研究のためのカーボン・ナノチューブ分散に関する BSA の影響

Elgrabli ら（2007 年）[10]

2 件目の報告は異なる市販入手源から得られた SWCNT と MWCNT の生理食塩水±

BSA、FCS または Tween 80 における音波処理による分散を比較している。光学顕微鏡検

査にて評価したところ、BSA を含む媒体において浮遊物がより均質で凝集体が小さく、分

散が最も良かった。

生理食塩水±BSA に懸濁した CNT の細胞毒性を in vitro で（呼吸上皮細胞 A549 または

骨髄性細胞 U937 を使用して）分析すると、結果は BSA 存在下では再現性が良く（標準偏

差が小さく）なった。これは懸濁物の均質性が良好なためであり、BSA の存在自体は全体

的な細胞毒性に影響しなかったことが示唆された。
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両研究の筆者たちは媒介物の種類により実験結果が著しく影響されると結論付けている。

酸機能化（カーボンの基幹をカルボン酸とスルホン酸基で誘導体化すること）でも SWCNT

の分散を向上させることができ、Saxenaら（2007年）は通常型および酸機能化したSWCNT

の in vivo と in vitro での生物学的影響を比較している。

In vitro 実験結果に対する異なる媒介物の影響を検討した文献は他に 3 件存在する。

Deguchi ら（2007 年）はヒト血清アルブミン（HSA）を使用して C60 フラーレンの安定

化を調査し、PBS においてフラーレンは急速に凝固・沈殿するが、＞1mg/ml の HSA によ

ってこれを防げることを発見した[12]。動的光散乱により HSA はナノ粒子周辺に保護層を

形成し、食塩誘発性の凝固を防ぐことが示された。C60 フラーレンへの反応による in vitro

での活性酸素種（ROS）の発生、ミトコンドリアの消極と細胞壊死はテトラヒドロフラン

＞エタノール＞水の順で懸濁媒体によって格付けできる[13]。同様に、無細胞系で 14nm の

カーボンブラック粒子を生理食塩水や 1％BSA よりも 0.025％のジパルミトイルホスファ

チジルコリン（DPPC）に懸濁した場合、活性種の形成が増加したが、細胞内ではナノ粒子

ラットに生理食塩水±BSA に懸濁した MWCNT を気道注入したところ、24 時間後の細胞

の種類と気管支肺胞洗浄（BAL）液内のタンパク質量は 2 種類の媒介物の間で差異を生じ

なかったが、BSA を含むことにより CNT により誘発された BAL 液中の細胞数と CNT を

含む細胞の割合も増え、CNT の分散が良くなると細胞の食作用が推進されることが示唆さ

れた。CNT の製品の違いによる肺構造の著しい変化は見られなかった。

In vitro および in vivo における多分散酸機能化単層カーボン・ナノチューブの増幅された毒性

Saxena ら（2007 年）[11]

LA4 肺上皮細胞において、酸機能化 SWCNT（AF-SWCNT、0～50μg/ml）は SWCNT（ま

たは対照群）に比較して有意に高い細胞毒性を引き起こし、4 日後の生存細胞数は SWCNT の

35％に比較して 85％の減少を示した。これは細胞増殖の低下または細胞死の増加により説明可

能と思われる。細胞周期分析ではどちらの CNT もほぼ同数のアポトーシスを誘発したが、

AF-SWCNT は SWCNT よりも細胞増殖の抑制が強かった。AF-SWCNT にポリエルリジンに

より負の電荷を中和する（および再集合を促進する）前処理をおこなうと、2 種類の CNT の差

異は減少した。

咽頭呼吸によりマウスに投与すると AF-SWCNT の方が 18 時間後の BAL 細胞数、タンパク

質濃度、サイトカイン濃度から見た炎症反応が強かったが、72 時間後には 2 種類の CNT 間の

差異は低下した。
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を BSA および／または DPPC を含む媒体に懸濁する場合、ROS 生成が高くなった[14]。

最近確認された 2 件の報告では、マウスでの注射後の CNT 分布を調査している。Wang

ら（2008 年）は 131 ヨウ素標識水酸化 SWCNT をマウスに注射し、その後 1 時間に渡る

分布を分析した[15]。放射能は 2 分以内に全身（脳を除く）で検知され、最高濃度が確認さ

れたのは肝臓、腎臓、胃と肺であった。2 件目の報告では放射性標識をおこないグルコサミ

ンにより修飾した MWCNT をマウスに注射し、その結果分布でも CNT が全身を容易に移

動することが示唆された[16]。

他にも、5 件の報告で CNT 以外の工学的ナノ粒子の実験動物における影響を調査してい

る。その内、2 件は大気中の超微細粒子の in vivo での影響を調査し、第一の報告では人工

超微細非晶質シリカによる in vivo での影響を検討している。

2 件の報告がナノ粒子をマウスに経口投与した影響を調査している。ChaとMyung（2007

年）はマウスにおける亜鉛（300nm）、鉄（100nm）、珪素（10～20、40～50、90～110nm）

のミクロン規模の粒子またはナノ粒子の経口投与後に非特異的出血、リンパ球浸潤および

超微細非晶質シリカ粒子の気道内注入により誘発される炎症性メディエータ

Cho ら（2007 年）[17]

結晶質シリカの肺毒性は研究されているが、非晶質シリカ、特に超微細非晶質シリカ（UFAS）

の毒性に関する情報は少ない。本研究では一次粒度 14nm で PBS に再懸濁した UFAS を 0、2、

10、50mg/kg をマウスに気道内注入により投与した。24 時間および 1 週間後、50mg/kg 処理

群の絶対的および相対的肺重量が有意に増加を示した。UFAS の全投与量で BAL において 24

時間および 1 週間後に細胞数（特にマクロファージと好中球）が増加した。組織病理学的分析

により重症度の用量依存性で好中球浸潤および肺胞壁の厚み増加により特徴付けられる 24 時

間後の急性炎症が明らかとなった。1 および 4 週間後にはマクロファージ浸潤と第 II 種細胞過

形成、また一部繊維症を伴う慢性炎症が確認された。14 週目には肺傷害の点数は対照群と同レ

ベルに戻った。一定数のサイトカインまたはケモカインに対するメッセンジャーRNA および

タンパク質の濃度は UFAS への反応として 24 時間および 1 週間後に上昇した（IL-1β、IL-6、

IL-8、TNFα、MCP-1、MIP-2）。

筆者たちは、UFAS 注入が炎症誘発性サイトカインおよびケモカインの上流制御を伴う一過

性ながら重度の肺炎症を誘発すると結論付けている。超微細粒子への炎症反応の一過性の性質

は粒子が沈殿場所から移動することによると示唆しているが、この最終結果と影響については

最終調査を実施する必要がある。
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脊髄鬱血を報告しており、粒度による毒性に違いがないことを示した[18]。In vitro で培養

した細胞において、粒子への反応としてミトコンドリア活動と DNA 中身の低下、グルタチ

オン生成増加が確認されている。Meng ら（2007 年）はマウスにナノ規模、ミクロン規模

の銅（23.5nm 対 17μm）または銅イオンを経口投与した場合の影響を比較した[19]。ナノ

銅により 24 時間後に胃の膨張が、また、24、72 時間後に腎臓において銅の蓄積が誘発さ

れた。銅イオンも同様に 24 時間後に腎臓で蓄積したが、72 時間後には腎臓濃度は対照群レ

ベルにまで減少した。生化学的分析により、ナノ銅と銅イオンに反応して血清中および尿

中銅濃度にも同様の変化が確認された。Hoshino ら（2007 年）は量子ドット（QD）の in vivo

と in vitro の両方における毒性を調査し、QD の生物に対する影響は中心構成要素ではなく

キャッピング材料によると示唆している[20]。最後の報告書は、インライン環状炉をエアロ

ゾル発生器から送り出されるミクロン規模の粒子をフラッシュ蒸発に使用することで、経

鼻投与用に質量濃度 2μg/L までのナノ粒子（直径中央値 40～60nm）を継続的に発生させ

る新型動的システムを概説している[21]。

大気中の極微細粒子の動物に対する影響を調査した報告は 2 件ある。簡潔に説明すると、

Nemmar と Inuwa（2008 年）は極微細ディーゼル排気粒子をラットに静脈内投与するこ

とにより肺および全身性変化の両方を報告しており[22]、Inoue ら（2007 年）はカーボン

ナノ粒子に対する肺の曝露が、特に抗原が存在する場合に肺の過敏反応性を増副させる可

能性のあることを実証した[23]。

ナノ粒子の in vitro 培養細胞システムにおける潜在的影響を報告する文献は 40 件あり、

この内 3 件は既にナノ粒子分散手法に関して既に検討した（セクション 2.2）。カーボン・

ナノチューブについて 8 件、動物細胞における実験の検証について 3 件、ヒトの細胞にお

ける文献が 5 件で、in vitro での CNT のヒトの細胞への取り込みを研究したものが 4 件で

あった。

前回の研究（2007 年 7 月付公報第 3 号に記載）に基づき、Porter ら（2007 年）は前述

のセクション 1.4 に記したとおり、ヒトの細胞における CNT の画像化に透過電子および共

焦点顕微鏡法を使用した結果を報告している[24]。CNT が細胞の細胞質と核の両方に侵入

し、用量依存性の細胞死を招くことが指摘されている。CNT のヒトヒーラ細胞への取り込

みを検討した報告が 2 件ある。Yehia ら（2007 年）は（1）血清を加えた細胞培養液での

CNT の各種手法（原子間力顕微鏡検査、吸収、ラマン吸光法など）を使用した分散、（2）

共焦点顕微鏡法およびマイクロラマン吸光法により時間と温度依存性の取り込みを実証し

た[25]。透過電子顕微鏡検査により CNT は細胞内の液胞に存在することが示されたが、細

2.3 in vitro 研究
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胞形態、成長率、ミトコンドリア内の超酸化物濃度について対照群と差異が無く、CNT は

ヒーラ細胞内で細胞毒性を有さないことが示唆された。「nano-1」と名付けられた両親媒性

の螺旋形ペプチドにより SWCNT をコーティングすることで、細胞の成長や死に影響を及

ぼすことなく CNT の細胞への取り込みが高められたことを示した Chin ら（2007 年）によ

っても同様の結果が得られている[26]。また、CNT が他の作用物を細胞内へ送り込む役割

についても研究されている。CNT を利用する「ナノスピアリング（nanospearing）」手法

は生体外で B リンパ球に対し細胞活性化や死を引き起こさず、また一次的細胞情報伝達も

変化させないことが判明している[27]。

過去の NanoAlert 公報において、酸化チタン、シリカ、カーボン（フラーレン）のナノ

粒子が遺伝毒性を誘発する可能性が検討されてきた（また、これらの研究の内 1 件に関連

する書簡と新データが発表された[28]）。最近の健康影響調査ではナノ粒子の遺伝毒性や

CNT と DNA の相互作用を研究した報告が 6 件確認された。エイムズ微生物復帰突然変異

試験法では水溶性の水酸化テトラメチルアンモニウムでキャッピングしたFePtナノ粒子は

ネズミチフス菌の 1 系統（TA100、代謝活性なし）に対して弱い陽性を示したが、他の試

験（ネズミチフス菌系統 TA98、1535、1537、大腸菌 WP2uvrA/pKM101）ではすべて陰

性であった[29]。異なる酸化チタンナノ粒子の光染色体異常誘発能がチャイニーズハムスタ

ー卵巣（CHO）細胞において紫外線不在下または存在下で試験された[30]。5mg/ml までの

濃度（細胞毒性が確認されなければ）、または 50％細胞毒性が誘発された濃度までにおいて、

TiO2ナノ粒子のいずれも染色体異常を誘発しなかった。同様に、Jin ら（2007 年）は in vitro

においてシリカナノ粒子による細胞毒性または遺伝毒性を確認しなかった旨報告している

[31]。これらの報告は以前に TiO2および SiO2ナノ粒子によるヒトのリンパ芽球状細胞に対

する遺伝毒性を示した Wang らにより報告されたもの（2007 年 5 月付第 2 号、2007 年 8

月付第 3 号で報告）に対し対比する。遺伝毒性は他の研究グループからも報告されている。

異なる粒度のコバルトフェライトナノ粒子（6nm 対 10 または 120μm）に対しヒトの末梢

リンパ球において 5～100μM の用量範囲で小核試験による評価がおこなわれた[32]。ミク

ロン規模の粒子（5μM 対 50μM）に比較してナノ粒子ではより低い用量（質量による）

で遺伝毒性（小核数の増加および細胞質分裂の低下により阻害された増殖指数）と細胞毒

性の両方が観察された。Zhu ら（2007 年）はマウスの胚幹細胞において MWCNT がアポ

トーシスを引き起こし、DNA 突電変異頻度と DNA 修復に関連するタンパク質数種類の発

現が増加したことを示している[33]。Peng ら（2007 年）は SWCNT がヒト DNA の S1 ヌ

クレアーゼ切断を加速させる可能性を示している[34]。

ナノマテリアルの組織工学への応用可能性に関する発表論文は多い。これらの報告にお

ける議論は、ナノ粒子の健康への潜在的影響に関して有用な見識が得られるものを除き、

本稿の範囲を超えるものである。最近の調査では CNT に関する 2 件の対比する報告が確認
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された。1 件目は触媒金属を微量に含む MWCNT による皮膚繊維芽細胞、シュワン細胞お

よびニューロンを含む各種細胞の長期的成長と移動を裏付けたことを報告している[35]。他

方、2 件目の報告では単層、二層、多層 CNT が細胞への取り込みの有無に拘らず初期骨芽

細胞の生存能力を低下させ、骨芽細胞および含脂肪細胞の分化を阻害したとしている[36]。

多くの研究者グループが、ヒト上皮細胞株であるヒーラ細胞を潜在的ナノ毒性の研究に

おけるモデルシステムとして使用することを選択している。Adili ら（2008 年）はシリカナ

ノ粒子の細胞毒性と遺伝毒性に関する研究を拡張して、シリカナノワイヤーの毒性を研究

している[37]。ヒト上皮細胞株であるヒーラ細胞と HEp-2 の両方を使用し、低い濃度では

細胞毒性は無かったものの双方の細胞株において 190μg/ml 以上の濃度で有意に細胞死が

誘発されたことが報告された。細胞死は主にアポトーシスではなく壊死であった。他にも 3

つの研究班がナノ粒子（超常磁性酸化鉄、金またはポリ（n-ブチルシアノアクリレート）ナ

ノ粒子）の細胞への取り込みを共焦点レーザー走査顕微鏡検査や誘導結合プラズマ発光分

析法によって検証するためヒーラ細胞を使用している[38-40]。

NanoAlert の過去の公報に取り上げられた研究では表面積の方が適切であると示唆され

たにも拘らず、ナノ粒子のヒトの健康への潜在的影響に関する in vivo または in vitro 実験

の多くが質量を用量記述子として使用している。最近の調査で確認された 1 研究例では粒

度の異なる粒子（酸化チタン、カーボンブラックなど）による肺上皮細胞株 A549 における

炎症誘発性影響を検討し、表面積が用量測定基準として最良であることを示す更なる証拠

を提供している[41]。この細胞株は酸化セリウムナノ粒子のゼータ電位によるタンパク質吸

収と細胞への取り込みへの影響を調査するためにも使用されている。Patil ら（2007 年）は

正のゼータ電位により BSA 吸収が高められ、負の電位を有する粒子は細胞内に選択的に取

り込まれたことを報告している[42]。金ナノ粒子は用量依存性のアポトーシスによる細胞死

を A549 細胞に引き起こす可能性があるが、BHK21（仔ハムスター腎臓）あるいは HepG2

（ヒト肝細胞）など他の細胞株には影響しない[43]。光励起後にセリウムを含む酸化チタン

ナノ粒子を使用することでヒト肝臓ガン細胞株 Bel 7402 のアポトーシスが誘発される[44]。

蛍光 QD の細胞への取り込みと細胞内での移動は顕微鏡検査により瞬時に追跡すること

が可能である。眼の水晶体嚢および皮質への QD の取り込みが研究されており、ナノ粒子

が無傷の水晶体嚢を通過しなかったことが報告されている[45]。Nabiev ら（2007 年）はヒ

トの血液に由来するマクロファージにおいて非機能化 QD が活性細胞輸送システムを使用

して核を含む特定の細胞内位置を標的にすることを報告した[46]。Ruan ら（2007 年）に

よっても同様の報告があり、Tat ペプチド共役 QD が負に荷電した原形質膜に結合し、マク

ロピノサイトーシスにより吸収されることを示している。QD はその後分子モーターにより

能動的に細胞内を微小管形成中心（MTOC）へ輸送される小胞に閉じこめられる[47]。DNA
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に結合した QD の取り込みも実証されている[48]。

ナノ粒子によるヒトの健康に対する潜在的影響を分析するために in vitro システムを使

用した報告のうち、本稿でまだ取り挙げていない報告が他に 15 件調査で確認されている。

Yacobi ら（2007 年）はナノ粒子の一部（具体的には超微細大気中粒子、正に荷電した QD、

SWCNT）が細胞先端面に添加されるとラットの初期肺胞上皮細胞の単分子層通過効力を低

下させるが、ポリスチレンナノ粒子や負に荷電した QD はその効果がないことを実証した

[49]。Bakashi ら（2008 年）は金のナノ粒子が肺界面活性物質リン脂質と相互作用を有し、

それらを隔離する可能性があり、そのため界面活性物質の機能に影響を与える可能性を示

すデータを呈示している[50]。

Degussa P25 TiO2の影響が齧歯類脳培養において調査されている。マウス小グリア細胞

（BV2）において TiO2は炎症性でアポトーシスに至る細胞周期経路を上方制御し、エネル

ギー代謝を下方制御することで急速かつ長期間の ROS 放出を誘発した[51]。P25 は精製神

経培養においては ATP およびカスパーゼ活性の上昇にも拘らず細胞毒性を示さなかったが、

ラット線条体から得られた各種細胞種の初期共培養においては神経細胞アポトーシスが観

察された。これらの結果は P25 が小グリア細胞による ROS の生産を介してニューロンに損

傷を与える可能性があることを示唆する。

Xiong ら（2007 年）は銀ナノ粒子と微粒子のマウス脂肪細胞株 L929 における毒性の違

いを指摘している[52]。ナノ粒子が 50μg/ml 以上の濃度で細胞毒性を示したのに対し、微

粒子の場合は≥250μg/ml でようやく有意な毒性が確認された。

その他の報告は手法に焦点を置くもので、本稿冒頭のセクション（1.4）において既に一

部言及している。Jiang ら（2008 年）は TiO2ナノ粒子の物理化学的特性と ROS 誘発能力

の相関性を研究した[53]。決まった合計表面積に対して、表面積単位当たりの ROS 生成が

粒度によって S 型カーブに沿って変動し、10～30nm の間は上昇、その後 30nm の粒子に

反応して発生する ROS 生成が最高値となる平坦域へ達することが明らかにされた。結晶相

のROS生成への影響階層は非晶質＞アナターゼ＞アナターゼ／ルチル混合物＞ルチルであ

った。

溶液中および生物組織中のナノ粒子の定量化法についてもセクション 1.4（例えば

[54-56]）において既に検討している。ナノ粒子の健康に対する影響の調査に関連するもの

としては、Isaacson ら（2007 年）による、C60 フラーレンが試験用バイアルに付着し、6

時間で 50％もの濃度減少に至ったことを報告する研究がある[54]。



第 5 号 HSE NanoAlert サービス 2008 年 5 月

II-31

酸化金属ナノ粒子で処理したヒト H4 神経膠腫細胞の生存能力が細胞の核を明るい、暗い

または背景区分に分類する高含量画像分析により定量化されている[57]。この分野における

最後の報告 3 件は、生物サンプル中の金ナノ粒子を定量的走査型透過電子顕微鏡検査など

により視覚化することに焦点を置いている[58-60]。

粒子の気道における堆積の数学的モデルに注目した報告が 2 件検索された。最初の 1 件

では液体－粒子計算モデルを使用して各種の気道閉塞の影響を調査している[61]。閉塞、狭

搾または側壁腫瘍により堆積パターンが大きく影響された。側壁および中央に腫瘍がある

場合はより大きな粒子の堆積が増大したが、側壁腫瘍のみの場合はナノ粒子の堆積が減少

した。気道の狭搾における堆積は健康な場合よりも高くなった。

Wang と Friedlander（2007 年）は微分型電気移動度測定装置（DMA）から得られたナ

ノ粒子粒度分布データを利用して気道における堆積を計算する方法を提案している[62]。

調査により多数の論評（83 件）が確認され、件数は過去の公報で取り上げたより増加し

ている。この点は本稿では簡潔に要約するにとどめる。同分野が広い範囲で急増している

ことを考慮すると、ナノテクノロジー文献の技術的構造は調査済み[63]で、データ共有・連

結のための機構であるナノ粒子情報ライブラリーも説明されている[64]。

QD[65,66]と水処理[67]に特化したナノ粒子の利用に関する論評は 3 件ある。ナノテクノ

ロジー全般とその影響を検討した論評は 15 件ある[68-83]。

ナノ粒子の潜在的な健康への影響は 8 件の論評において主題となっており[84-91]、会議

報告が 3 件ある[92-94]。皮膚用製品におけるナノ粒子の使用に関連する問題は Draelos

（2007 年）[95]により論じられている。生物系におけるナノ粒子の潜在的作用機序につい

ては Zabirnyk ら（2007 年）がナノ粒子の細胞への取り込みにおける自食作用を再検討し

[96]、酸化ストレスによる重要な役割が 4 件の論評で検討されている[97-100]。更に、ナノ

毒物学の専門家によるワークショップにおいて in vitro で細胞を利用する方法は酸化スト

レスによる毒性をスクリーニングする上で重要な役割を果たすと結論付けている[101]。

Muhlfield ら（2008 年）は燃焼で発生したナノ粒子と工学的ナノ粒子の研究における方法

論的相違に注目した[102]。

2.4 計算機モデル化

2.5 論評
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ナノ粒子の有害性評価に関する専門家ワークショップの結論の一つとして、妥当性検査

と試験のベンチマーキングのために粒子の基準セットが必要である[103]。米国標準技術局

（NIST）は最近、初のナノ粒子基準としてコロイド懸濁液中のクエン酸により安定化した

ナノ規模の金粒子を発表した。これは生物医学的研究を対象として、広範にわたり特徴付

けられている[104]。

ナノマテリアルの有害性とリスク評価のアプローチも再評価されており[105-107]、

Moore はナノ医学とそのリスクに注目している[108,109]。ナノテクノロジー研究において

環境衛生と安全性に関する諸決定に対するガイドラインの原則が発表されている[110]。そ

れぞれの科学者が新興ナノテクノロジーの開発あるいは健康への影響についての評価に関

わっているか否かで、そのリスクの枠組みがどう異なるかを検証した興味深い報告があり

[111]、また、他にナノマテリアルにより呈される潜在的リスクに関して科学者と世間一般

の認識を比較する論評が 2 件ある[112,113]。

規制的アプローチは、7 件の論評で主題として取り上げられている[114-119]。Roco（2008

年）はナノテクノロジーのような新興技術の管理には国際的取組みが必要であると提案し

ている[120]。

ナノテクノロジーに関連する問題を世間一般と議論するアプローチを 6 件の論評が考慮

しており[121-126]、Wilkinson ら（2007 年）はナノテクノロジーが英国のメディアからど

のように描写されてきたかを取り上げた[127]。Mordini（2007 年）は個人および社会がど

のように新興テクノロジーに対応するかについて検討している[128]。また、10 件の論評で

ナノテクノロジーの社会的、倫理的影響を検討している[129-138]。

ナノテクノロジー関連の案件のための助成プログラムに関する報告が 3 件あった

[139-141]。
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