
⼆酸化チタンの安全性に関する情報収集及び評価について

厚⽣労働省健康・⽣活衛⽣局⾷品基準審査課

国⽴医薬品⾷品衛⽣研究所の専⾨家に依頼し、⼆酸化チタンの安全性について情報収集
及び評価を実施いたしましたので、以下のとおり報告いたします。

【報告概要】
EFSA が 2021 年に⾷品添加物としての⼆酸化チタン（E171）に関する安全性評価を実

施し、欧州連合（EU）において 2022 年 1 ⽉に⾷品添加物としての使⽤の禁⽌が決定され
たことを背景に、本邦において指定添加物である⼆酸化チタンの安全性について最新の情
報をもとに評価を実施した。

安全性情報の評価は国⽴医薬品⾷品衛⽣研究所（以下「国衛研」という。）により実施し、
安全性情報の収集は⼀般財団法⼈化学物質評価研究機構にて実施した。安全性情報の収集
においては、国際機関及び諸外国において報告された評価書の概要作成、海外の評価書で引
⽤された毒性試験情報の収集及び概要作成、⼆酸化チタンの有害性に関する主に 2021 年以
降の新規⽂献の情報収集及びその概要作成を⾏った（別添 1）。さらに、それらの新規⽂献
のうち、34 報について詳細な情報収集を⾏い、その収集結果に基づいた概要作成を⾏った
（別添２）。国衛研で実施されたナノサイズの⼆酸化チタンの安全性試験結果及び委託施設
で作成された⼆酸化チタンの安全性評価のための情報収集報告書（別添 1 及び 2）に基づ
き、複数の専⾨家から構成された⾷品添加物安全性評価検討会において、対象品⽬の安全性
に関する評価を実施した。

【⾷品添加物安全性評価検討会による評価結果】
EFSA は⾷品添加物としての⼆酸化チタン（E171）に関して、信頼できると⾒なされた科

学的証拠に基づいて安全性評価を⾏なった結果、遺伝毒性の懸念が排除できず、多くの不確
実性を考慮した上で、もはや安全であると⾒なすことができなくなったと 2021 年に結論付
けた 1)。この結論は、2009 年及び 2016 年に EFSA が公開した安全性評価に加えて 2016 年
以降に得られたデータを含めて再評価した結論である。この結論を受け、欧州連合（EU）
において 2022 年 1 ⽉に⾷品添加物としての使⽤の禁⽌が決定されている。⾷品添加物安全
性評価検討会（以下、「本検討会」）において、⼊⼿可能な国内外での⼆酸化チタンに関する
安全性評価に関する資料、及び国衛研で実施されたナノサイズの⼆酸化チタンの安全性試
験結果等を踏まえ、⼆酸化チタンの安全性について評価を⾏った。

⼆酸化チタンの⼀般毒性について、これまで報告されている毒性試験報告では、⼆酸化チ
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タン及びそのナノ粒⼦による顕著な毒性を⽰す証拠は確認されていない（別添 1、「2.毒性
試験（1）亜急性毒性試験及び慢性毒性試験」の項参照）。国衛研で実施した⼀次粒径 6 nm
のアナターゼ型酸化チタンを使⽤したラット 90 ⽇間強制経⼝投与毒性試験では、雌雄とも
1,000 mg/kg 体重/⽇の⽤量まで、体重、臓器重量、⾎液学的検査、⾎液⽣化学検査に投与
に関連した変化は認めなかった。また、病理組織学的検査において回腸パイエル板等のリン
パ組織に被験物質の沈着がみられたことから、消化管から⽣体内に微量ながら取り込まれ
ることが⽰唆されているが、主要臓器におけるチタンの負荷量は対照群と⼆酸化チタン投
与群との間に差は認められず、また、⼆酸化チタンに起因すると考えられる炎症反応や組織
障害性は認められなかったことから、当該試験の NOAEL は⾼⽤量群の 1,000 mg/kg 体重
/⽇と結論されている 2)。 
 

⼆酸化チタンの遺伝毒性は、EFSA の安全性評価において最も重視された毒性である。
EFSA は、⼆酸化チタンナノ粒⼦が DNA 切断及び染⾊体損傷を誘発する可能性があり、安
全性に関する不確実性を考慮した上で、遺伝毒性の懸念が排除できないと評価した。しかし、
EFSA が信頼性及び関連性が⾼いと判断して評価に⽤いた遺伝毒性試験のデータセット（別
添 1、「2.毒性試験（8）遺伝毒性試験」の項参照））には、以下に⽰すように疑問点がある。 
 In vitro 遺伝⼦突然変異試験において、HPRT 試験及び gpt delta トランスジェニック

マウスの初代肺線維芽細胞を⽤いた Spi-遺伝⼦突然変異試験において陽性の結果が⽰
されている 3-4)。⼀⽅、V79-4 細胞及びチャイニーズハムスター卵巣細胞 CHO-K1 の
HPRT アッセイでは陰性の結果が報告されている 5-7)。 

 In vivo 遺伝⼦突然変異試験において、妊娠 C57BL/6Jpun/pun マウスに⼆酸化チタン
を飲⽔投与し胎児の in vivo DNA deletion assay を⾏った結果、DNA ⽋失がみられた
との報告があるが 8)、他の in vivo 遺伝⼦突然変異試験では遺伝⼦突然変異誘発性を⽰
唆する結果は確認されていない。 

 In vivo ⼩核／染⾊体異常試験において、EFSA で評価された経⼝、腹腔、静脈内投与に
よる試験については曝露経路によらず陽性の結果が⽰されているが 9~15)、これらの試
験に使⽤された⼆酸化チタンの性状については不明である。⼀⽅、ヘルスカナダにおい
て、⾷品添加物グレードの⼆酸化チタンを⽤い実施された in vivo ⼩核／染⾊体異常試
験が評価され、結果は陰性であった 16~17)。ヘルスカナダでは、結果の相違は、試験に
使⽤した⼆酸化チタンの性状に依存している可能性があるため、試験結果を⽐較する
ことの妥当性は低く、⾷品グレードの⼆酸化チタンを経⼝投与し適切な標的組織を検
討することが推奨されるとしている。 

 ⼀次粒径 6 nm のアナターゼ型酸化チタンを使⽤したラット 90 ⽇間強制経⼝投与毒性
試験 2)では、対照群を含む全ての個体の肝臓、腎臓及び脾臓で背景値と考えられる定量
下限以上のチタンが検出されているが、群間に差は認められていない。このように⼀般
的な⾷品添加物グレードの⼆酸化チタンよりも⼩さな粒⼦径サイズの酸化チタンを⽤
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いた実験結果を考慮すると、⾷品添加物グレードの⼆酸化チタンの消化管からの吸収
性は極めて低いと考えられる。そのため、経⼝投与された⼆酸化チタンが、遺伝毒性を
誘発させることを説明できる濃度で⾻髄などの標的組織に到達していたことが前提と
なる、上述の in vivo 遺伝⼦突然変異試験及び in vivo ⼩核／染⾊体異常試験での陽性結
果を合理的に説明することは困難である。 

 
海外における安全性評価として、EFSA が 2021 年 7 ⽉に公開した⼆酸化チタンの安全性

評価に関する結論に対し、英国、カナダ、ニュージーランド・豪州において⼆酸化チタンの
安全性についての評価結果が公表されている。これらの何れの国からも EFSA の結論は⽀
持されておらず、⾷品添加物としての⼆酸化チタンの安全性についてヒト健康に懸念を及
ぼす決定的な科学的証拠はないと判断されている。なお、⽶国 FDA においては、⼆酸化チ
タンの⾷品添加物としての使⽤に関する規制に変更は⽣じていない（別添 1、「4.「国際機関
等における安全性評価」の項参照））。 
 

以上を踏まえ、in vitro/in vivo 遺伝毒性試験結果と⼆酸化チタン粒⼦の物理化学的性状と
の関係には明らかな相関性や⼀貫した結果は認められないこと、⾷品中の⼆酸化チタンの
物性を反映した結果といえるか疑義があること、⼆酸化チタン粒⼦によって誘発されたと
報告された遺伝毒性の結果の妥当性が⽰されていないこと等から、EFSA が導きだした結論
の根拠は稀薄である。また、2021 年以降に⼆酸化チタンの遺伝毒性の懸念を決定付ける新
たな遺伝毒性に関する情報は確認されておらず(別添 1 及び 2)、現時点では、遺伝毒性の懸
念が排除できないと結論することは困難と考えられる。 

したがって、⼆酸化チタンの遺伝毒性を含めた安全性については、現時点ではヒトの健康
に安全性上の懸念を⽰唆する決定的な証拠は提⽰されておらず、直ちに使⽤を差し控える
必要はないと判断された。但し、⼆酸化チタンの安全性に関する情報については継続的に国
内外の情報を収集し、新たな科学的知⾒が得られた場合には適宜安全性評価を⾏うことが
推奨される。 
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1. 目的 

 食品添加物「二酸化チタン」の安全性評価書（以下、「二酸化チタン評価書」）の作成に資す

る資料として、仕様書の別添に示された構成案に基づく情報の収集及び整理を行った。 

 

2. 業務内容 

 二酸化チタンに関して、仕様書の別添に示された下記 I～IV の項目の情報の収集及び整理を

行った。 

 

3. 調査方法 

3.1 調査対象情報源 

 以下に示す情報源を対象に情報の収集及び整理を行った。 

 告示規格基準 
 食品添加物公定書;解説書 
 各国 
 委託者提供情報 

 事象査提供資料（食品添加物 二酸化チタンに関する調査結果の報告） 
 令和３年度指定添加物の安全性に関する試験、二酸化チタンの粒子径等の測定調査（最

終報告書）、平林容子 
 令和３年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業）分担研究報告

書、ナノ酸化チタン及びナノ銀の経口反復投与毒性と体内動態解析、小川久美子 
 各国評価書 

 EFSA FAF Panel (EFSA Panel on Food Additive and Flavourings), 2021. Safety assessment of 

titanium dioxide (E171) as a food additive. EFSA Journal 2021;19(5):e06585 

Ⅰ．添加物の概要 

１. 名称及び用途 

２. 起源又は発見の経緯 

３. 諸外国における使用状況 

４. 国際機関等における安全性評価 

５．物理化学的性質 

６．使用基準 

Ⅱ．有効性に関する知見 

Ⅲ．安全性に係る知見 

１．体内動態試験 

２．毒性試験 

３．ヒトにおける知見 

４．一日摂取量の推計等 

Ⅳ.まとめ 
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 Health Canada, 2022. State of the Science of Titanium Dioxide (TiO2) as a Food Additive. 

 Committee on Toxicity of Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment. Interim 

position paper on titanium dioxide. 2021 

 FSANZ (Food Standards Australia New Zealand): Titanium Dioxide as a Food Additive, Food 

Standards Australia New Zealand 2022. 

 JECFA TRS 445: Specifications for the Identity and Purity of Food Additives and their 

Toxicological Evaluation. 1970. 

 

3.2 情報整理 

 各項目の記載事項は仕様書の別添の記載方針従った。このうち「Ⅲ．安全性に係る知見」の

「2、毒性試験」については、EFSA による評価書で引用された毒性試験情報のうち、「1, 体内

動態試験」、「2. 毒性試験」に該当する毒性試験情報について概要を試験毎に 700 字程度までの

文章でまとめた。また、遺伝毒性試験データについては、in vitro 試験と in vivo 試験別に、サン

プル情報（粒径、比表面積等）、試験系、試験材料、処理（暴露）条件、用量、結果、根拠文献

（信頼度含む）と引用元等をまとめた一覧表を作成した。 

EFSA による評価書で引用された 2020 年の文献以降に報告された文献について PubMed を用

いて検索し、二酸化チタンの有害性に関する新規文献を収集した（検索ワードとして titanium 

dioxide ＆  food additives, titanium dioxide＆ food additives & toxicity, titanium dioxide＆ food 

additives & genotoxicity を使用）。検索で得られた各文献の文献情報（著者名、発表年、タイト

ル、雑誌名等の書誌情報）のリストを作成するとともに、必要に応じて概要書に含めた。 

 

4. 調査結果 

 仕様書の別添に示された項目に沿って作成した二酸化チタンの概要書を添付資料 1 に示す。

また、遺伝毒性試験データの整理表を添付資料 2 に、収集した国際機関等の評価書及び原著論

文リストを添付資料 3 に示す。 

 

以上 
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I. 添加物の概要 

1. 名称及び用途 
1） 名称（参照 X：第 9 版食品添加物公定書） 

和名：二酸化チタン 

英名：Titanium Dioxide（CAS 番号：13463-67-7） 

INS 番号：171 

 

2） 用途 

二酸化チタンは、着色料としての用途が認められている。ただし、タール色素と同様に

カステラ、きなこ、魚肉漬物、鯨肉漬物、コンブ類、しょう油、食肉、食肉漬物、スポン

ジケーキ、鮮魚介類（鯨肉を含む）、茶、のり類、マーマレード、豆類、みそ、めん類（ワ

ンタンを含む）、野菜及びワカメ類には使用を認められていない（参照 1：食品添加物公

定書解説書 2018）。 

 

2. 起源又は発見の経緯 

 チタンは地表付近で 10 番目に存在量の多い元素で、たいていの岩石、土壌中に含まれて

いる。二酸化チタンとしては鉱石のルチン、板チタン石、鋭錐石の主成分として分布してい

る。食品添加物としてはカナダ、米国など多くの国で使用が認められており、JECFA では

1969 年において ADI の設定は必要ないと評価され、A(1)リストに収載した。わが国では昭

和 58 年 8 月 27 日、食品添加物に指定された（参照 1：食品添加物公定書解説書 2018）。 

 

3. 諸外国における使用状況 

（１） コーデックス 食品添加物の一般基準 

CODEX GENERAL STANDARD FOR FOOD ADDITIVES  CODEX STAN 192-1995 

コーデックス食品添加物の一般基準（GSFA）には、二酸化チタンが着色料として収載さ

れている。二酸化チタンを着色料として使用できる食品をまとめた基準（表 3）を以下に記

載する（参照 2：CODEX 2016）。表 3 に掲載されている食品添加物は、GMP の一般原則 1に

従った使い方であれば、目的の効果を達成するために必要な分だけ使用できる。二酸化チタ

ンは 1999 年に表 3 に収載された。 

 

TABLE THREE: Additives Permitted for Use in Food in General, Unless Otherwise Specified, in 

 
1 GMP（適正製造規範）の一般原則：以下の全ての条件を含む。 

a） 食品に添加する添加物の量は、目的の効果を達成するために必要とする量で、可能な限り少ない量

に制限しなければならない。 
b） 食品の製造、加工又は包装において使用した結果、食品の一構成要素となり、かつ当該食品におい

ていかなる物理的又はその他の技術的効果も意図していない添加物の量は、合理的に可能な範囲で

低減する。かつ 
c） 添加物は、食品への添加に適切な品質であり、食品の原材料と同様の方法で調整し、取り扱う。 
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Accordance with GMP 

表 3：GMP に基づき、特に指定のない限り、食品全般への使用が認められている添加物*1 
食品分類 
番号 

食品分類 

01.1.4 
Flavoured fluid milk drinks 
着香乳飲料 

01.3 Condensed milk and analogues (plain) 
練乳及び類似製品（プレーン） 

01.4.3 
Clotted cream (plain) 
クロテッドクリーム（プレーン） 

01.4.4 Cream analogues 
クリーム類似製品 

01.5 
Milk powder and cream powder and powder analogues (plain) 
粉乳及び粉末クリーム並びに粉末類似製品（プレーン） 

01.6.1 Unripened cheese 
未熟成チーズ 

01.6.2 
Ripened cheese 
熟成チーズ 

01.6.4 Processed cheese 
プロセスチーズ 

01.6.5 
Cheese analogues 
チーズ類似製品 

01.7 Dairy-based desserts (e.g. pudding, fruit or flavoured yoghurt) 
乳を主原料とするデザート（プリン、フルーツ、フレーバーヨーグルト等） 

01.8.1 
Liquid whey and whey products, excluding whey cheeses 
ホエイチーズを除く液体ホエイ及びホエイ製品 

02.2.2 Fat spreads, dairy fat spreads and blended spreads 
ファットスプレッド、乳脂肪スプレッド、及びブレンドスプレッド 

02.3 

Fat emulsions mainly of type oil-in-water, including mixed and/or flavoured 
products based on fat emulsions 
脂肪乳剤に基づく混合製品及び/または風味付けされた製品を含む、主に水

中油型の脂肪乳剤 

02.4 
Fat-based desserts excluding dairy-based dessert products of food category 01.7 
食品分類 01.7 の乳を主原料とするデザート製品を除く脂肪を主原料とする

デザート 

03.0 
Edible ices, including sherbet and sorbet 
シャーベット及びソルベを含む食用氷 

04.1.2 Processed fruit 
加工果実 

04.2.2.2 

Dried vegetables (including mushrooms and fungi, roots and tubers, pulses and 
legumes, and aloe vera), seaweeds, and nuts and seeds 
乾燥野菜（キノコ類、根・塊茎、豆類・マメ科植物、及びアロエを含む）、

海藻、並びに種実類 

04.2.2.3 
Vegetables (including mushrooms and fungi, roots and tubers, pulses and legumes, 
and aloe vera), and seaweeds in vinegar, oil, brine, or soybean sauce 
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食品分類 
番号 

食品分類 

酢、油、塩水、又は醤油漬け野菜（キノコ類、根・塊茎、豆類・マメ科植

物、及びアロエを含む）、海藻、並びに種実類 

04.2.2.4 

Canned or bottled (pasteurized) or retort pouch vegetables (including mushrooms 
and fungi, roots and tubers, pulses and legumes, and aloe vera), and seaweeds 
缶詰、瓶詰（低温殺菌済み）、又はレトルトの野菜（キノコ類、根・塊茎、

豆類・マメ科植物、及びアロエを含む）及び海藻 

04.2.2.5 

Vegetable (including mushrooms and fungi, roots and tubers, pulses and legumes, 
and aloe vera), seaweed, and nut and seed purees and spreads (e.g., peanut butter) 
野菜（キノコ類、根・塊茎、豆類・マメ科植物、及びアロエを含む）、海

藻、並びに種実類のピューレ及びスプレッド（ピーナッツバター等） 

04.2.2.6 

Vegetable (including mushrooms and fungi, roots and tubers, pulses and legumes, 
and aloe vera), seaweed, and nut and seed pulps and preparations (e.g. vegetable 
desserts and sauces, candied vegetables) other than food category 04.2.2.5 
食品分類 04.2.2.5 以外の野菜（キノコ類、根・塊茎、豆類・マメ科植物、及

びアロエを含む）、海藻、並びに種実類のパルプ及び調製品（野菜のデザー

ト及びソース、砂糖漬け野菜等） 

04.2.2.8 

Cooked or fried vegetables (including mushrooms and fungi, roots and tubers, pulses 
and legumes, and aloe vera), and seaweeds 
加熱調理又は油で揚げた野菜（キノコ類、根・塊茎、豆類・マメ科植物、及 
びアロエを含む）及び海藻 

05.0 
Confectionery 
菓子類 

06.3 Breakfast cereals, including rolled oats 
ロールドオートを含む朝食用シリアル 

06.4.3 
Pre-cooked pastas and noodles and like products 
調理済みパスタ及び麺類並びに類似製品 

06.5 
Cereal and starch based desserts (e.g. rice pudding, tapioca pudding) 
穀物及びデンプンを主原料とするデザート（ライスプディング、タピオカプ

ディング等） 

06.6 Batters (e.g. for breading or batters for fish or poultry) 
衣用生地（魚や家禽用のパン粉又は衣用生地等） 

06.7 Pre-cooked or processed rice products, including rice cakes (Oriental type only) 
餅（東洋のタイプに限る）を含む加熱調理済み又は加工済みの米製品 

06.8 
Soybean products (excluding soybean-based seasonings and condiments of food 
category 12.9) 
大豆製品（食品分類 12.9 の大豆を主原料とする香味料及び調味料を除く） 

07.0 
Bakery wares 
ベーカリー製品 

08.2 Processed meat, poultry, and game products in whole pieces or cuts 
食肉、家禽肉、及び猟鳥獣肉の加工品（ホール又はカット） 

08.3 
Processed comminuted meat, poultry, and game products 
ひき肉処理された食肉、家禽肉、及び猟鳥獣肉の加工品 

08.4 Edible casings (e.g. sausage casings) 
食用ケーシング（ソーセージのケーシング等） 
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食品分類 
番号 

食品分類 

09.3 
Semi-preserved fish and fish products, including mollusks, crustaceans, and 
echinoderms 
軟体動物、甲殻類、及び棘皮動物を含む半保存魚類・水産製品 

09.4 

Fully preserved, including canned or fermented fish and fish products, including 
mollusks, crustaceans, and echinoderms 
缶詰又は発酵したものを含めて、完全保存された軟体動物、甲殻類、及び棘

皮動物を含む 魚類・水産製品 

10.2.3 
Dried and/or heat coagulated egg products 
乾燥及び／又は加熱凝固させた卵製品 

10.3 Preserved eggs, including alkaline, salted, and canned eggs 
アルカリ化、塩蔵、及び缶詰にした卵を含む保存卵 

10.4 
Egg-based desserts (e.g. custard) 
卵を主原料とするデザート（カスタード等） 

11.6 Table-top sweeteners, including those containing high-intensity sweeteners 
高甘味度甘味料を含有するものを含む卓上甘味料 

12.2.2 
Seasonings and condiments 
香味料及び調味料 

12.3 Vinegars 
酢 

12.4 
Mustards 
マスタード 

12.5 Soups and broths 
スープ及びブロス 

12.6 
Sauces and like products 
ソース及び類似製品 

12.7 

Salads (e.g. macaroni salad, potato salad) and sandwich spreads excluding cocoa- 
and nut-based spreads of food categories 04.2.2.5 and 05.1.3 
サラダ（マカロニサラダ、ポテトサラダ等）並びに食品分類 04.2.2.5 及び

05.1.3 のココア及びナッツを主原料とするスプレッドを除くサンドイッチス

プレッド 

12.8 
Yeast and like products 
酵母及び類似製品 

12.9 Soybean-based seasonings and condiments 
大豆を主原料とする香味料及び調味料 

12.10 
Protein products other than from soybeans 
大豆由来以外のタンパク質製品 

13.3 
Dietetic foods intended for special medical purposes (excluding products of food 
category 13.1) 
特殊医療用の特別食（食品分類 13.1 の製品を除く） 

13.4 Dietetic formulae for slimming purposes and weight reduction 
痩身及び減量を目的とする調整食 

13.5 
Dietetic foods (e.g. supplementary foods for dietary use) excluding products of food 
categories 13.1 - 13.4 and 13.6 
食品分類 13.1～13.4 及び 13.6 の製品を除く特別食（食事用の補助食品等） 
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食品分類 
番号 

食品分類 

13.6 
Food supplements 
食品サプリメント 

14.1.4 

Water-based flavoured drinks, including "sport," "energy," or "electrolyte" drinks 
and particulated drinks 
「スポーツ」、「エネルギー」、又は「電解質」飲料、及び粒子を含む飲料な

どの水を 主原料とする香料入り飲料 

14.2.1 Beer and malt beverages 
ビール及び麦芽酒 

14.2.2 
Cider and perry 
リンゴ酒及びペリー 

14.2.4 Wines (other than grape) 
ワイン（ブドウ以外） 

14.2.5 
Mead 
ハチミツ酒 

14.2.6 Distilled spirituous beverages containing more than 15% alcohol 
アルコール分が 15%を超える蒸留アルコール飲料 

14.2.7 

Aromatized alcoholic beverages (e.g. beer, wine and spirituous cooler-type 
beverages, low alcoholic refreshers) 
混成アルコール飲料（ビール、ワイン及び蒸留酒のクーラータイプの飲料、

低アルコールの清涼飲料等） 

15.0 Ready-to-eat savouries 
そのまま食べられる香味製品 

16.0 Prepared foods 
調理済み食品 

*1 GSFA の食品分類とは別に、個別食品規格の分類においても使用が認められる食品の規格が定められ

ている。この分類のうち、CS 319-2015（特定の果物缶詰の規格）に該当する食品では special holiday pack 
canned pears のみ、CS 272-1968（「Provolone」の規格）に該当する食品ではチーズ塊のみに使用できる。

また、表 3 への記載はないが、GSFA の食品分類 01.1.1（乳及びバターミルク（プレーン））に該当す

る食品のうち加熱処理されたバターミルク及び食品分類 12.2.1（ハーブ及び香辛料）に該当する食品

のうち香辛料にも使用できる（参照 2：CODEX 2016）。 

 

（２） 欧州連合（EU）における使用状況 

二酸化チタン（E 171）は、食品添加物に関する規則（EU Regulation(EC) No.1333/2008）附

属書 II のパート B（添加物として食品への使用が認められる全ての物質のリスト）に収載

されており、パート C でグループ II（食品添加物として適量（quantum satis）2の添加が認め

られる食品着色料）に分類されていた。しかし、2022 年 1 月 14 日付の食品添加物としての

二酸化チタン（E171）に関する規則（Commission Regulation (EU) 2022/63）によって食品へ

の使用認可が取り消され、2022 年 8 月 7 日までの段階的廃止期間を経て、二酸化チタンを

使用した食品の上市は禁止された（参照 3：EC Regulation 2022）。なお、適切な代替品が開

 
2 適量（quantum satis）とは、使用限度量は設定されていないものの、物質の使用に際しては GMP に従い、

意図した目的を達成するための必要量以上を使用してはならず、消費者に誤解を招くような使用の仕方

はしてはならないことを意味する。 
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発されるまで、医薬品の着色料としての使用は認められるとして、附属書 II パート B には

E 171 が引き続き収載されている。 

 食品への使用認可が取り消される前の EU Regulation(EC) No.1333/2008 における二酸化チ

タンに関する規定を以下に抜粋して記載する（参照 4：EC Regulation 2008）。 

 

PART A Table 1 Foods in which the presence of an additive may not be permitted by virtue of the 

carry over principle set out in Article 18(1)(a) of Regulation (EC) No 1333/2008 

パート A 表 1 Regulation (EC) No 1333/2008 の Article 18(1)(a) に規定されるキャリーオー

バーの原則により、添加物の存在が認められない可能性がある食品 

1 

Unprocessed foods as defined in Article 3 of Regulation (EC) No 1333/2008, excluding meat 

preparations as defined by Regulation (EC) No 853/2004 

規則(EC) No 1333/2008 の第 3 条に定義される未加工食品で、規則(EC) No 853/2004

に定義される食肉調製品を除く 

2 
Honey as defined in Council Directive 2001/110/EC 

理事会指令 2001/110/EC に定義される蜂蜜 

3 
Non-emulsified oils and fats of animal or vegetable origin 

動物性または植物性の非乳化油脂 

4 
Butter 

バター 

5 

Unflavoured pasteurised and sterilised (including UHT) milk and unflavoured plain 

pasteurised cream (excluding reduced fat cream) 

無香料低温殺菌牛乳及び無香料低温殺菌クリーム（低脂肪クリームを除く） 

6 
Unflavoured fermented milk products, not heat-treated after fermentation 

無加工の発酵乳製品で、発酵後に熱処理をしていないもの 

7 
Unflavoured buttermilk (excluding sterilised buttermilk) 

無香料バターミルク（殺菌バターミルクを除く） 

8 

Natural mineral water as defined in Directive 2009/54/EC of the European Parliament and 

of the Council and spring water and all other bottled or packed waters 

欧州議会及び理事会指令 2009/54/EC に定義される天然ミネラルウォーター、湧水、

その他全てのボトル入りまたはパック入りの水 

9 
Coffee (excluding flavoured instant coffee) and coffee extracts 

コーヒー（インスタントのフレーバーコーヒーを除く）及びコーヒーエキス 

10 
Unflavoured leaf tea 

無香料茶葉 

11 
Sugars as defined in Council Directive 2001/111/EC 

理事会指令 2001/111/EC に定義される糖類 
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12 

Dry pasta, excluding gluten-free and/or pasta intended for hypoproteic diets, in accordance 

with Directive 2009/39/EC of the European Parliament and of the Council 

欧州議会及び理事会指令 2009/39/EC に基づく、グルテンフリー及び/又は低タンパ

ク食用のパスタを除く乾燥パスタ 

13 

Foods for infants and young children as referred to in Regulation (EU) No 609/2013, 

including foods for special medical purposes for infants and young children 

規則(EU) No 609/2013 にある乳幼児向け食品、乳幼児向けの特別な医療目的の食品

を含む 

 

PART A Table 2 Foods in which the presence of a food colour may not be permitted by virtue of 

the carry over principle set out in Article 18(1)(a) of Regulation (EC) No 1333/2008 

パート A 表 2 Regulation (EC) No 1333/2008 の Article 18(1)(a) に規定されるキャリーオー

バーの原則により、食品用着色料の存在が許可されない可能性がある食品 

1 
Unprocessed foods as defined in Article 3 of Regulation (EC) No 1333/2008 

規則(EC) No 1333/2008 の第 3 条に定義される未加工の食品 

2 
All bottled or packed waters 

全てのボトル入り飲料水またはパック入り飲料水 

3 

Milk, full fat, semi-skimmed and skimmed milk, pasteurised or sterilised (including UHT 

sterilisation) (unflavoured) 

牛乳、全脂肪乳、半脱脂乳、脱脂乳、低温殺菌または滅菌処理（UHT 殺菌を含む）

（無香料） 

4 
Chocolate milk 

チョコレートミルク 

5 
Fermented milk (unflavoured) 

発酵乳（無香料） 

6 
Preserved milks as mentioned in Council Directive 2001/114/EC (unflavoured) 

理事会指令 2001/114/EC に記載された保存乳（無香料） 

7 
Buttermilk (unflavoured) 

バターミルク（無香料） 

8 
Cream and cream powder (unflavoured) 

クリーム及びクリームパウダー（無香料） 

9 
Oils and fats of animal or vegetable origin 

動物性または植物性の油脂 

10 Ripened and unripened cheese (unflavoured) 
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熟成または非熟成チーズ（無香料） 

11 
Butter from sheep and goats’ milk 

羊・山羊の乳から作られたバター 

12 
Eggs and egg products as defined in Regulation (EC) No 853/2004 

規則(EC) No 853/2004 で定義された卵及び卵加工品 

13 
Flour and other milled products and starches 

小麦粉、その他の製粉製品、でんぷん類 

14 
Bread and similar products 

パン及び類似の製品 

15 
Pasta and gnocchi 

パスタ及びニョッキ 

16 
Sugar including all mono- and disaccharides 

全ての単糖類及び二糖類を含む糖類 

17 
Tomato paste and canned and bottled tomatoes 

トマトペースト、缶詰及び瓶詰のトマト 

18 
Tomato-based sauces 

トマトベースのソース 

19 

Fruit juice and fruit nectar as mentioned in Council Directive 2001/112/EC (2) and vegetable 

juice and vegetable nectars 

理事会指令 2001/112/EC(2)で言及されたフルーツジュース及びフルーツネクター、

野菜ジュース及び野菜ネクター 

20 

Fruit, vegetables (including potatoes) and mushrooms — canned, bottled or dried; processed 

fruit, vegetables (including potatoes) and mushrooms 

果実、野菜（いも類を含む）、きのこ類―缶詰、瓶詰、乾燥品、果実、野菜（いも

類を含む）、きのこ類の加工品 

21 

Extra jam, extra jelly, and chestnut purée as mentioned in Council Directive 2001/113/EC; 

crème de pruneaux 

理事会指令 2001/113/EC に記載されたエクストラジャム（果肉を規定量以上含むジ

ャム）、エクストラゼリー（果肉を規定量以上含むゼリー）及び栗のピューレ；ク

レーム・ドゥ・プルノー（プルーンの果肉ジャム） 

22 

Fish, molluscs and crustaceans, meat, poultry and game as well as their preparations, but not 

including prepared meals containing these ingredients 

魚、軟体動物、甲殻類、肉、鶏肉、狩猟肉、及びそれらの調理品（ただし、これら

https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A02008R1333-20210808#E0013
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の成分を含む調理済み食品は除く） 

23 

Cocoa products and chocolate components in chocolate products as mentioned in Directive 

2000/36/EC of the European Parliament and of the Council 

欧州議会及び理事会指令 2000/36/EC に記載されたココア製品及びチョコレート製品

中のチョコレート成分 

24 

Roasted coffee, tea, herbal and fruit infusions, chicory; extracts of tea and herbal and fruit 

infusions and of chicory; tea, herbal and fruit infusions and cereal preparations for infusions, 

as well as mixes and instant mixes of these products 

焙煎コーヒー、茶、ハーブ及び果実の浸出液、チコリ；茶、ハーブ及び果実の浸出

液及びチコリの抽出物；茶、ハーブ及び果実の浸出液及び浸出液用のシリアル調製

品、並びにこれらの製品の混合物及びインスタントミックス品 

25 
Salt, salt substitutes, spices and mixtures of spices 

塩、塩の代用品、香辛料及び香辛料の混合物 

26 

Wine and other products covered by Council Regulation (EC) No 1234/2007, as listed in its 

Annex I, Part XII 

ワイン及び理事会規則(EC) No 1234/2007 の対象製品で、その付属書 I、パート XII

に記載されているもの 

27 

Spirit drinks defined in Annex II, paragraphs 1-14 of Regulation (EC) No 110/2008 of the 

European Parliament and of the Council, spirits (preceded by the name of the fruit) obtained 

by maceration and distillation and London gin (Annex II paragraphs 16 and 22 of, 

respectively) 

Sambuca, Maraschino, Marrasquino or Maraskino and Mistrà as defined in Annex II, 

paragraphs 38, 39 and 43 of Regulation (EC) No 110/2008, respectively 

欧州議会及び理事会規則(EC) No 110/2008 の附属書 II 段落 1-14 に定義される蒸留

酒、浸漬及び蒸留により得られる蒸留酒（果実の名称が先行）及びロンドンジン

（それぞれ附属書 II 段落 16 及び 22） 

規則(EC) No 110/2008 の付属書 II、38、39 及び 43 にそれぞれ定義されるサンブーカ

またはマラスキーノ及びミストーラ 

28 
Sangria, Clarea and Zurra as mentioned in Council Regulation (EEC) No 1601/91 

理事会規則(EEC) No 1601/91 に記載のサングリア、クラレア及びズーラ 

29 

Wine vinegar covered by Regulation (EC) No 1234/2007, as listed in its Annex I, Part XII 

Regulation (EC) No 1234/2007 の対象となるワインビネガーで、その付属書 I、パート 

XII に記載されているもの 

30 Foods for infants and young children as mentioned in Directive 2009/39/EC including foods 
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for special medical purposes for infants and young children 

指令 2009/39/EC に記載の乳幼児用食品（乳幼児用の特別な医療目的の食品を含む） 

31 
Honey as defined in Directive 2001/110/EC 

指令 2001/110/EC に定義される蜂蜜 

32 
Malt and malt products 

モルト及びモルト製品 

 

PART E AUTHORISED FOOD ADDITIVES AND CONDITIONS OF USE IN FOOD 

CATEGORIES 

パート E 食品カテゴリーにおける認可された食品添加物及び使用条件 

カテゴリー 
番号 

E 番号 名称 最大許容濃度 
 (mg/L または mg/kg) 

補足 
事項 

制限・例外 

04.2.4.1 Fruit and vegetable preparations excluding compote 
コンポートを除く、果物及び野菜の調理品 

 E 171 Titanium 
dioxide 
二 酸 化

チタン 

quantum satis 
 
適量 

  Only seaweed based fish roe 
analogues 
海藻由来の魚卵類似製品のみ 

09.2 Processed fish and fishery products including molluscs and crustaceans 
軟体動物、甲殻類を含む魚介類の加工品 

 E 171 Titanium 
dioxide 
二 酸 化

チタン 

quantum satis 
 
適量 

  only fish paste and crustacean 
paste 
魚及び甲殻類の練り物のみ 

 E 171 Titanium 
dioxide 
二 酸 化

チタン 

quantum satis 
 
適量 

  only precooked crustacean 
調理済みの甲殻類のみ 

 E 171 Titanium 
dioxide 
二 酸 化

チタン 

quantum satis 
 
適量 

   

 

（３） 英国における使用状況 

英国では、二酸化チタン（E 171）の使用基準について、食品への使用が禁止される前の
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食品添加物に関する EU 規則（EU.Regulation(EC) No.1333/2008）の規定が保持されている。

二酸化チタンは本規則の附属書 II パート B に収載されており、食品添加物として制限なし

に使用できる。 

なお、EU 離脱協定の北アイルランド議定書の規定に従い、北アイルランドでは EU と同

様、二酸化チタンの食品への使用認可が取り消されている（参照 5：FSA 2022）。 

 

（４） 米国における使用状況 

 米国では、連邦行政規則集（Code of Federal Regulations）第 21 巻第 1 章 A 節パート 73 A

項により、認証なしで使用可能な食品用着色料とその規格や使用基準が規定されている（参

照 6：FDA 21CFR 2011）。 

二酸化チタンは一般に食品用着色料として使用可能だが、以下の制限が適用される。 

・二酸化チタンの量は、食品の重量の 1%を超えてはならない。 

・連邦食品・医薬品・化粧品法（Federal Food, Drug, and Cosmetic Act）セクション 401 に

基づき識別基準が定められている食品の着色には、当該基準により着色を許可された

ものを除き、使用してはならない。 

 

（５） ニュージーランド・豪州における使用状況 

ニュージーランド・豪州では、1991 年オーストラリア ニュージーランド食品基準法

（Food Standards Australia New Zealand Act 1991）に基づき、オーストラリア ニュージーラ

ンド食品基準コード（Australia New Zealand Food Standards Code）によって食品添加物の規

格や使用基準が規定されている。二酸化チタンは、GMP で許可された着色料を定めた付則

16-3 に収載されている（参照 7：FSANZ 2019）。食品添加物の使用基準（最大許容レベル、

その他の条件）は付則 15-5 に規定されており、GMP で許可された着色料を添加できる食品

を以下に抜粋して記載する（参照 8：FSANZ 2021）。 

 

 

S15-5 Table of permissions for food additives 

表 15-5 食品添加物の許可一覧表 

 

Food category 

number  

食品分類番号 

Description  

 

説明 

Conditions  

 

条件 

0.2  Colourings  

着色料 

 

0.3  Flavourings  

香料 
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Food category 

number  

食品分類番号 

Description  

 

説明 

Conditions  

 

条件 

1.1.2  Liquid milk products and flavoured liquid milk 

液乳、風味付けされた液乳 

 

1.2.2  Fermented milk products and rennetted milk 

products 

発酵乳製品、レンネット処理した乳製品 

 

1.3  Condensed milk and evaporated milk  

加糖練乳、無糖練乳 

 

1.4.2  Cream products (flavoured, whipped, thickened, 

sour cream etc)  

クリーム製品（風味付けされたクリーム、

ホイップクリーム、生クリーム、サワーク

リームなど） 

 

1.5  Dried milk, milk powder, cream powder 

粉ミルク、粉乳、粉末クリーム 

 

1.6  Cheese and cheese products 

チーズ及びチーズ製品 

 

2.1  Edible oils essentially free of water 

実質的に水分を含まない食用油 

 

2.2.1.2  Butter products 

バター製品 

 

2.2.1.3  Margarine and similar products 

マーガリン及び類似の製品 

 

2.2.2  Oil emulsions (<80% oil)  

油乳剤（油分80%未満） 

 

3  Ice cream and edible ices  

アイスクリーム及び食用氷 

 

4.3  Processed fruits and vegetables 

加工された果物及び野菜 

 

5.1  Chocolate and cocoa products 

チョコレート、ココア製品 

Permitted on the surface of 

chocolate only 

チョコレート表面にのみ

許可される 

5.2  Sugar confectionery  
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Food category 

number  

食品分類番号 

Description  

 

説明 

Conditions  

 

条件 

砂糖菓子 

5.4  Icings and frostings  

アイシング及びフロスティング 

 

6.3  Processed cereal and meal products 

加工されたシリアル及び粗びき粉製品 

 

6.4  Flour products (including noodles and pasta) 

小麦粉製品（麺類、パスタを含む） 

 

7  Breads and bakery products 

パン及びベーカリー製品 

 

8.2  Processed meat, poultry and game products in 

whole cuts or pieces 

加工された肉、鶏肉、狩猟肉製品（塊肉ま

たは一部） 

 

8.3  Processed comminuted meat, poultry and game 

products, other than products listed in item 8.3.2 

8.3.2項に掲げる製品以外の挽き肉、鶏肉及

び狩猟肉加工品 

Not for sausage or sausage 

meat containing raw, 

unprocessed meat 

生肉、未加工の肉を含む

ソーセージまたはソーセ

ージ肉は不可 

8.4  Edible casings  

食用ケーシング 

 

8.5  Animal protein products  

動物性タンパク質製品 

 

9.2  Processed fish and fish products  

加工された魚及び魚製品 

 

9.3  Semi preserved fish and fish products  

半乾燥状態の魚及び魚製品 

 

9.4  Fully preserved fish including canned fish 

products  

魚の缶詰を含む完全な保存状態の魚 

 

11.1.1  Rainbow sugar  

シュガースプレー 

 

11.4  Tabletop sweeteners  
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Food category 

number  

食品分類番号 

Description  

 

説明 

Conditions  

 

条件 

卓上用甘味料 

12.1.2  Reduced sodium salt mixture 

減塩の塩混合物 

 

12.1.3  Salt substitute  

食塩の代用品 

 

12.3  Vinegars and related products 

酢及びその関連製品 

 

12.5  Yeast and yeast products 

酵母及び酵母製品 

 

12.6  Vegetable protein products 

植物性タンパク質製品 

 

13.3  Formulated meal replacements and formulated 

supplementary foods 

調理済み食品及び補助食品 

 

13.4  Formulated supplementary sports foods  

スポーツ補助食品 

 

13.5  Food for special medical purposes  

特殊医療用食品 

 

14.1.1.2  Carbonated, mineralised and soda waters 

炭酸水、ミネラルウォーター、ソーダ水 

 

14.1.2.1  Fruit and vegetable juices 

果実及び野菜のジュース 

 

14.1.2.2  Fruit and vegetable juice products  

果実及び野菜のジュース製品 

 

14.1.3  Water based flavoured drinks 

水性フレーバー飲料 

 

14.1.4  Formulated Beverages  

調合飲料 

 

14.2.3  Wine based drinks and reduced alcohol wines 

ワインベースの飲料、低アルコールワイン 

 

14.2.4.1  Fruit wine products and vegetable wine products 

果実酒・野菜酒 

 

14.2.5  Spirits and liqueurs  
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Food category 

number  

食品分類番号 

Description  

 

説明 

Conditions  

 

条件 

蒸留酒及びリキュール 

14.3  Alcoholic beverages not included in item 14.2 

14.2項に含まれないアルコール飲料 

 

20  Foods not included in items 0 to 14 

0～14品目に含まれない食品 

 

 

（６） カナダにおける使用状況 

カナダでは、食品添加物は、基本法である食品医薬品法（Food and Drugs Act）の下に定め

られた食品医薬品規則（Food and Drug Rgulations）により、使用できる食品添加物とその使

用基準が規定されている（参照 9：Health Canada 2022a、参照 10：Health Canada 2021）。 

 二酸化チタンの使用基準を以下に抜粋して記載する。 

 

3. List of Permitted Colouring Agents 

3. 許可された着色料のリスト 

Item 

No. 

Column 1 

Additive 

 

添加物 

Column 2 

Permitted in or Upon 

 

使用許可食品等 

Column 3 

Maximum Level of Use and Other 

Conditions 

最大許容濃度・その他使用条件 

1. Titanium 

Dioxide 

二酸化チ

タン 

(1) Apple (or rhubarb) and (naming the 

fruit) jam; Bread; Butter; Concentrated 

(naming the fruit) juice except frozen 

concentrated orange juice; Fig 

marmalade with pectin; Fish roe (caviar); 

Ice cream mix; Ice milk mix; Icing sugar; 

Liqueur; Lobster paste; (naming the 

flavour) Milk; (naming the flavour) 

Partly skimmed milk; (naming the 

flavour) Partly skimmed milk with added 

milk solids; (naming the flavour) Skim 

milk; (naming the flavour) Skim milk 

with added milk solids; (naming the fruit) 

Jam with pectin; (naming the fruit) Jelly 

with pectin; Pickles; Pineapple 

(1) Good Manufacturing Practice 

(1) 製造・品質管理基準 
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Item 

No. 

Column 1 

Additive 

 

添加物 

Column 2 

Permitted in or Upon 

 

使用許可食品等 

Column 3 

Maximum Level of Use and Other 

Conditions 

最大許容濃度・その他使用条件 

marmalade with pectin; Relishes; 

Sherbet; Smoked fish; Tomato catsup 

(1) リンゴ（またはルバーブ）と（記

載の果物の）ジャム；パン；バター；

オレンジの凍結濃縮果汁を除く（記載

の果物の）濃縮果汁；ペクチン入りイ

チジクマーマレード；魚卵（キャビ

ア）；アイスクリームミックス；アイ

スミルクミックス；アイシングシュガ

ー；リキュール；ロブスターペースト；

（記載のフレーバーの）ミルク；（記

載のフレーバーの） 部分脱脂乳；（記

載のフレーバーの）一部乳固形物を加

えた脱脂乳；（記載のフレーバーの）

スキムミルク；（記載のフレーバーの）

乳固形物を加えた脱脂乳；（記載のフ

レーバーの）ペクチン入りジャム；（記

載のフレーバーの）ペクチン入りゼリ

ー；ピクルス；ペクチン入りパイナッ

プルマルマレード；レリッシュ（訳注：

甘酢漬け野菜）；シャーベット；くん

製魚；トマトケチャップ 

(2) Unstandardized foods 

(2) 基準化されていない食品類 

(2) Good Manufacturing Practice 

(2) 製造・品質管理基準 

(3) A blend of prepared fish and prepared 

meat referred to in paragraph B.21.006(n) 

(3) B.21.006(n)項に記載の調理済み魚

肉混合物 

(3) Good Manufacturing Practice 

(3) 製造・品質管理基準 
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4. 国際機関等における安全性評価 

（１） JECFA における評価 

JECFA は、1969 年 5-6 月開催の第 13 回会合で、他の着色料とともに二酸化チタンを評価

している。二酸化チタンはその不溶性及び不活性により毒性がないことを示す証拠がある

として、1 日摂取許容量（ADI）を「GMP を除いて制限しない」と設定した。（参照 11： JECFA 

TRS 1970）。 

 

（２） 米国における評価 

食品に使用されるアナターゼ型の二酸化チタンについて、米国国立がん研究所（NCI）が

実施した 2 年間げっ歯類がん原性バイオアッセイの結果が報告されている。混餌投与によ

り最大 50,000 ppm の二酸化チタンに 2 年間曝露したラットやマウスで、曝露に関連する所

見は認められなかった。この結果に基づき、この試験条件下では「経口曝露による Fischer 

344 ラット及び B6C3F1 マウスへの発がん性はない」と結論付けられている（参照 12：NCI, 

1979）。 

 

（３） EU における評価 

 1975 年及び 1977 年、食品科学委員会（SCF）は、食品添加物として使用される二酸化チ

タンの評価を行っている。二酸化チタンは、1975 年の評価では ADI が設定されなかったが、

1977 年の評価により「ADI が設定されていないが食品に使用できる着色料」のカテゴリー

に分類された（参照 13：SCF, 1975、参照 14：SCF, 1977）。 

2016 年 9 月、EFSA は、2009 年 1 月 20 日以前に EU で認可された食品添加物の再評価プ

ログラムの一環として二酸化チタンの再評価結果を公表している。再評価の結果、ラットの

発がん性試験から特定された NOAEL は 2,250 mg/kg 体重/日（二酸化チタンとして）であっ

た。EFSA は、食品添加物として使用される二酸化チタン（E 171）は遺伝毒性に関して懸念

がなく、経口投与後の発がん性もないとした。二酸化チタンの吸収が限定的と推定されるこ

とを考慮し、NOAEL から算出した安全マージン、使用量及び曝露量に基づき、E 171 は懸

念なしと結論づけている。但し、当時入手可能な毒性学的データには不足があるとして、生

殖・発生毒性に関するデータの欠如に対処するため、EFSA は拡大一世代生殖毒性（EOGRT）

試験の実施を勧告した（参照 15：EFSA ANS Panel, 2016）。また、2018 年 8 月には、再評価

のフォローアップとして、E 171 の物理化学的特性（粒子径及び粒度分布を含む）に関する

不確定性に対応するための追加情報を募集した。 

2017 年、二酸化チタンナノ粒子への食事曝露により、結腸において前がん病変である異

常腺窩巣（ACF）が誘発されるとの研究報告があった。2017 年 4 月、フランス食品・環境・

労働安全衛生庁（ANSES）はこの研究を評価し、入手可能なデータは EFSA が実施した E 

171 のリスク評価に疑問を生じさせるものではないと結論づけた（参照 16：ANSES, 2017）。 

2018 年 3 月、欧州委員会は EFSA に対し、E 171 の健康への悪影響の可能性を示した 4 件
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の新たな研究の評価を要請した。EFSA はこれらの研究結果について、E 171 の安全性に関

する EFSA の既存の意見を再検討するに値しないと結論づけた（参照 17：EFSA ANS Panel, 

2018）。しかし同時に、2016 年の再評価時に EFSA が実施を勧告した EOGRT 試験のプロト

コルに、パラメータとして ACF のバイオマーカーの追加を検討するよう勧告した。 

2019 年 4 月、ANSES は 2018 年に公表した意見について最新の科学的知見を考慮した見

直しを公表し、in vivo 遺伝毒性に関するさらなる調査の実施を勧告した（参照 18：ANSES, 

2019）。2019 年 5 月、EFSA はこの見直しについてレビューし、in vivo 遺伝毒性に関する追

加調査は E 171 の物理化学的特性の評価後に再検討する必要があるとした（参照 19：EFSA, 

2019）。 

2019 年 7 月、EFSA は、2018 年の勧告に基づいて産業界から提出された E 171 の物理化

学的特性データを考慮し、2016 年に公表された EFSA による E 171 の再評価の結論が引き

続き有効であることを示した。さらに、E 171 の特性は、再評価における遺伝毒性について

の結論を修正する理由にはならないことを示した。しかしその一方で、E 171 の EU 仕様

（specification）に「電子顕微鏡で測定した最小外形寸法の粒子数に基づく中央値が 100 nm

より大きく、最小外形寸法が 100nm 未満の構成粒子数が 50%以下である」というパラメー

タを含めるよう勧告した。さらにこれに基づき、E 171 の毒性学的データについて「食品及

び飼料チェーンにおいて適用されるナノ材料のリスク評価に関するガイダンス（Guidance 

on risk assessment of nanomaterials to be applied in the food and feed chain）」に示されたデータ

要件に沿った再検討が勧告された（参照 20：EFSA FAF Panel, 2019）。 

 2021 年、EFSA は、2016 年の勧告に基づいて産業界から提出された、ラットにおける

EOGRT 試験の結果を用いて E 171 の再評価を行っている。EOGRT 試験では、明確な毒性や

異常陰窩巣（aberrant crypt foci：ACF）の誘発はみられなかった。EFSA は、ナノ粒子の凝集

を防ぐために液体中に分散・安定化された二酸化チタンを経口投与した場合に、雄ラットに

おいて 10 mg/kg/日の用量で ACF を誘発する可能性があると結論づけた。また、二酸化チタ

ン粒子は DNA 鎖切断や染色体損傷を誘発する可能性はあるが、遺伝子突然変異は誘発しな

いと結論づけた。二酸化チタン粒子の遺伝毒性については複数の作用機序が並行して作用

している可能性があるが、分子メカニズムの相対的な寄与度は不明であり、閾値の有無は特

定できなかった。さらに、遺伝毒性に関する二酸化チタン粒子サイズのカットオフ値も特定

できなかった。したがって、EFSA は、利用可能な全ての証拠に基づき、遺伝毒性の懸念を

排除することはできないとし、多くの不確実性を考慮し、E 171 を食品添加物として使用す

る場合、もはや安全とは見なされないと結論づけた（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021）。 

 

（４） 英国における評価 

本品の英国独自の評価結果は公表されていない。しかし 2021 年、同年に EFSA 意見書が

発表されたことを踏まえ、英国食品基準庁（FSA）の科学諮問委員会（変異原性委員会（COM）

及び毒性委員会（COT））によって EFSA 意見書の評価が行われた。その結果 COM は、二
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酸化チタン粒子の変異原性について、より信頼性が高く堅牢なデータセットが必要である

とし、EFSA の意見書に示された情報から結論を導き出すことを認めなかった。COT は COM

の見解に同意した上で、毒性学的な観点からさらに複数の点を指摘し、「E 171 を食品添加

物として使用する場合、もはや安全とは見なされない」とした EFSA の結論を支持しないと

判断した（参照 22：COT, 2021）。 

 なお、FSA は、COM 及び COT による EFSA 意見書の評価結果を考慮し、食品添加物と

しての二酸化チタンの安全性について独自の評価を開始することを決定した。 

 

（５） カナダにおける評価 

 カナダ保健省（Health Canada）は、2022 年に、利用可能な科学的データのレビューに基づ

いて食品用途の二酸化チタンの有害性評価を実施している。 

食品中の二酸化チタンに対する曝露では食品マトリックスが影響するとの証拠があると

して、評価では食事に関する研究結果が重視された。さらに、信頼性及び品質の観点から、

GLP 及び OECD ガイドラインに準拠した試験結果も重視された。収集されたデータの一部

はさらなる調査が必要と考えられたが、証拠の重み付け（weight of evidence）に基づき、顕

著なバイオアベイラビリティ、発がん性、遺伝毒性、免疫毒性、生殖・発生毒性及び神経毒

性を示す証拠は確認されず、データの不足についてもより予防的なアプローチを正当化す

るほど重大なものではないと判断された。 

 以上より、カナダ保健省は、食品添加物としての二酸化チタンがヒト健康に懸念を及ぼす

という決定的な科学的根拠はないと結論付けている（参照 23：Health Canada, 2022b）。 

 

（６） ニュージーランド・豪州における評価 

 オーストラリア・ニュージーランド食品基準機関（FSANZ）は、2021 年に EFSA が公表

した二酸化チタンの再評価結果を受けて、食品添加物としての二酸化チタンの安全性に関

する評価結果を 2022 年に公表した。 

FSANZ は、食品添加物としての二酸化チタンの安全性に懸念があるとした研究結果につ

いて、主にナノスケールの二酸化チタンを用いた研究や、食品グレードの酸化チタンを溶液

中で超音波処理した後に強制経口投与または飲水投与した研究であることを指摘し、食事

経由での曝露によるヒト健康リスクへの関連性は限定的であるとしている。 

食品用二酸化チタンの混餌投与による in vivo 遺伝毒性試験は十分ではないものの、他の

方法（強制経口投与や腹腔内注射）で投与された食品用酸化チタンが in vivo で遺伝毒性を

示すという証拠はないと判断されている。食品用二酸化チタンの in vitro 試験においても、

遺伝毒性を示す証拠はみとめられていない。 

2022 年時点で入手可能なデータに基づき、FSANZ は、食品用酸化チタンの食事からの曝

露がヒトの健康にとって懸念すべきものであることを示唆する証拠はないと結論づけてい

る（参照 24：FSANZ, 2022）。 
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5. 物理化学的性質 

（１） 構造式等（参照 1：第 9 版-食品添加物公定書より引用、一部追加） 

 TiO2 

 分子量：79.87 

 INS 番号：171 

 Titanium dioxide（CAS 番号：13463-67-7） 

 

  国により実施された二酸化チタン 5 検体の（SampleA~E）の粒子径等の測定悔結果を以

下に示す（参照 25：平林容子, 2022）。 

  

 ① 透過電子顕微鏡（TEM）による粒径測定結果 

  TEM による粒径測定結果を表 1 に示す。TEM 測定の結果、Sample A と C では 30 から

50%程度が 100 nm 以下の粒子で構成されていたが、Sample B、D および E は 100 nm 以下

の粒子の割合は 1 割に満たなかった。なお，Sample C は球形粒子が癒着した不定形の粒

子が主体であった。 

 

表 1 TEM による粒径測定結果 

測長方法 試料名 
試料 
総数 
(個) 

100 nm 以下 粒子径 

個数 
(個) 

割合 
(%) 

平均 
(nm) 

最小 
(nm) 

最大 
(nm) 

フェレ径 

水平 

Sample A 417 192 46.0 117 15 343 

Sample B 371 26 7.0 186 45 425 

Sample C 370 120 32.4 137 30 388 

Sample D 336 20 6.0 197 67 396 

Sample E 345 32 9.3 196 15 537 

フェレ径 

垂直 

Sample A 417 185 44.4 116 7 358 

Sample B 371 33 8.9 187 30 396 

Sample C 370 117 31.6 135 30 381 

Sample D 336 20 6.0 196 60 396 

Sample E 345 22 6.4 195 52 470 

円相当径 

Sample A 417 198 47.5 111 19 283 

Sample B 371 33 8.9 179 40 396 

Sample C 370 121 32.7 129 32 295 

Sample D 336 19 5.7 188 64 360 

Sample E 345 29 8.4 186 43 428 
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測長方法 試料名 
試料 
総数 
(個) 

100 nm 以下 粒子径 

個数 
(個) 

割合 
(%) 

平均 
(nm) 

最小 
(nm) 

最大 
(nm) 

絶対 

最大長 

Sample A 417 109 26.1 136 25 392 

Sample B 371 14 3.8 217 55 479 

Sample C 370 73 19.7 161 42 453 

Sample D 336 8 2.4 228 79 426 

Sample E 345 7 2.0 229 62 544 

対角幅 

Sample A 417 204 48.9 111 7 328 

Sample B 371 36 9.7 173 31 393 

Sample C 370 126 34.1 125 30 281 

Sample D 336 26 7.7 179 59 347 

Sample E 345 34 9.9 178 15 443 

 

 ② 動的光散乱法（DLS）による粒度分布測定結果 

  動的光散乱法による粒度分布の結果 (参考値) を表 2 に示す。測定の結果、日本薬局

方試験液第 1 液および第 2 液において、ほぼすべての試料で分布の端部が測定最大径 (φ 

6 μm) を超えていたことから、いずれの試料も得られた測定値は正確な粒径を示してい

ないと考えられた。つまり、どちらの溶媒においても粗大な二次粒子の形成が推察さ

れ、第 1 液と第 2 液を比較すると、平均粒径が大きいことと 5 μm 以上のモード値が頻

出したことから、第 1 液の方が粒子の凝集傾向が強いと考えられた。 

 

  



22 
 

表 2 DLS による粒度分布測定結果 

試験液 
試料名 粒子径 (µm) 100 nm 以

下粒子  測定番号 メジアン 平均 モード 

日本薬局方 
試験液 
第 1 液 

Sample A 

n1 1.8 2.3 1.2 不検出 
n2 1.5 2.0 1.1 不検出 
n3 1.5 2.6 5.4 不検出 
平均 1.6 2.3 2.5  

Sample B 

n1 2.6 2.9 2.1 不検出 
n2 1.5 2.2 1.1 不検出 
n3 1.8 2.6 5.3 不検出 
平均 2.0 2.6 2.8  

Sample C 

n1 1.7 2.1 1.2 不検出 
n2 1.5 2.6 5.4 不検出 
n3 1.5 2.2 1.1 不検出 
平均 1.6 2.3 2.6  

Sample D 

n1 2.0 2.9 5.4 不検出 
n2 1.9 2.1 2.4 不検出 
n3 1.6 2.3 1.1 不検出 
平均 1.8 2.4 3.0  

Sample E 

n1 2.0 2.6 5.2 不検出 
n2 2.7 3.0 5.2 不検出 
n3 1.8 2.3 1.1 不検出 
平均 2.2 2.6 3.8  

日本薬局方 
試験液 
第 2 液 

Sample A 

n1 1.3 1.7 0.94 不検出 
n2 1.1 1.5 0.72 不検出 
n3 1.1 1.8 0.82 不検出 
平均 1.2 1.7 0.83  

Sample B 

n1 1.3 1.9 0.94 不検出 
n2 1.5 1.7 1.2 不検出 
n3 1.5 2.2 0.95 不検出 
平均 1.4 1.9 1.0  

Sample C 

n1 1.2 1.7 0.82 不検出 
n2 1.2 1.9 0.82 不検出 
n3 1.1 1.7 0.82 不検出 
平均 1.1 1.8 0.82  

Sample D 

n1 1.8 2.1 1.2 不検出 
n2 1.5 2.1 1.1 不検出 
n3 1.7 2.1 1.2 不検出 
平均 1.7 2.1 1.2  

Sample E 

n1 1.5 1.8 0.94 不検出 
n2 1.5 1.8 1.1 不検出 
n3 1.5 1.9 1.1 不検出 
平均 1.5 1.9 1.0  
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③ 細孔分布・比表面積測定 

  窒素吸着多点法測定結果を 

表 3 に示す。本試料はメソ孔領域に明確な細孔は確認できなかった。各試料の比表面積値

を比較すると、Sample A が最も大きく、次いで Sample C、残りの Sample B、D および E

は同等の低い値を示した。つまり、粒子径は Sample A が最も小さく、次いで Sample 

C、残りの 3 サンプルが同等となる。この傾向は TEM 観察結果とよく一致していた。 

 

表 3  窒素吸着多点法測定結果 

試料名 
比表面積 

(m2/g) 

メソポア領域 BJH 解析 (1～100 nm) 

 測定番号 
細孔容積 

(cm3/g) 

細孔径 

(nm) 

Sample A 

n1 10.4 - - 

n2 10.1 - - 

n3 10.3 - - 

平均 10.3   

Sample B 

n1 7.8 - - 

n2 7.4 - - 

n3 7.2 - - 

平均 7.5   

Sample C 

n1 9.7 - - 

n2 9.1 - - 

n3 9.4 - - 

平均 9.4   

Sample D 

n1 7.1 - - 

n2 7.3 - - 

n3 7.3 - - 

平均 7.2   

Sample E 

n1 7.9 - - 

n2 7.4 - - 

n3 7.6 - - 

平均 7.6   
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④ 成分分析 

 EDX による定性分析結果を 

表 4、ICP 発光分光分析法による定量分析結果を表 5 にそれぞれ示す。Sample A はやや不

純物が含まれているが、他の 4 試料はほぼ純粋な酸化チタンであることが分かった。 

 

表 4  蛍光 X 線分析結果（推定存在比）* 

 推定存在比（%） 
Ti K Zr Nb P Ge 

Sample A 99.6 0.2 <0.1 <0.1 0.2 <0.1 
Sample B >99.9 不検出 不検出 不検出 不検出 <0.1 
Sample C >99.9 不検出 不検出 不検出 不検出 不検出 
Sample D >99.9 不検出 不検出 不検出 不検出 <0.1 
Sample E >99.9 不検出 不検出 不検出 不検出 不検出 

* Na から U までの元素を定性分析して検出された元素を記載し、合計が 100%となるように計算 

 

表 5  定量分析結果 

 化学成分（wt.%） 
Fe Si P Al Cr Zr Ca Mg Ti 

Sample A <0.01 <0.05 0.12 <0.01 <0.01 0.01 <0.01 <0.01 59.7 
Sample B <0.01 <0.05 <0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 60.3 
Sample C 0.02 <0.05 <0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 60.3 
Sample D 0.08 <0.05 <0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 60.3 
Sample E 0.01 <0.05 <0.05 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 60.4 

 

⑤ 溶出成分分析 

 溶出分析結果を表 6 に示す。各試料を 0.5N 塩酸 50ml で 15 分間煮沸し、液中に溶出し

た元素を ICP 質量分析法（Sb、As、Cd および Pb）と還元気化－原子吸光法（Hg）を用い

て測定した。一般に有害とされる元素は定量下限以下の結果となった。 

 

表 6 溶出成分分析結果 

 溶出成分 (mg/kg) 
Sb As Cd Pb Hg 

Sample A <1 <1 <1 <1 <1 
Sample B <1 <1 <1 <1 <1 
Sample C <1 <1 <1 <1 <1 
Sample D <1 <1 <1 <1 <1 
Sample E <1 <1 <1 <1 <1 
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（２） 製造方法  

①  公定書解説書に記載された製造方法 

  チタン鉱石に硫酸を加えて溶解させ、水抽出を行う。この抽出液にくず鉄、リン酸塩な

どを加えて煮沸すると TiO(OH)2 が生成する。この沈脱物をよく洗浄し、焙焼。粉砕し二

酸化チタンとする（参照 1：食品添加物公定書解説書, 2018）。 

 

②  事業者提供情報 

  顔料酸化チタンの工業的製造方法は、下記の図 1 に示すように、合成ルチルを塩素化し

て精製する塩素法と、鉱石を硫酸に溶解して精製する硫酸法の二通りが実用化されている。

塩素法では、合成ルチルをコークス、塩素ガスと反応させることで得られた四塩化チタンを、

高温で酸化することで酸化チタンが生成される。一方、硫酸法では、鉱石を濃硫酸で溶解さ

せ、鉱石に含まれる鉄分を分離する工程からスタートし、この際にチタン分として得られた

硫酸チタニルを加水分解することで、白色の含水酸化チタンを得る。その後、焼成工程を経

ることで、酸化チタンが生成される。ナノ酸化チタンは実験室的には多くの製法があるが、

工業製品の製法の主流は顔料酸化チタンの製法と類似し、一般的に塩素法と硫酸法に大別

される。塩素法は、四塩化チタンを原料とし、顔料酸化チタン製造の酸化工程において、水

蒸気量、予熱温度、反応温度などの条件を調整することにより、ルチル形やアナターゼ形の

微粒子を作製する。硫酸法は、顔料酸化チタン製造用の含水酸化チタンを化学処理・加熱し

てルチル形およびアナターゼ形の微粒子を作る。また、顔料やナノといったサイズを問わず、

上述した製法をベースにして粒子径や表面処理を変えることで、様々な用途に応じたバリ

エーションが備わる（参照 26：日本酸化チタン工業会, 2014）。 

 
図 1 顔料酸化チタンの製造方法 

（参照 26：日本酸化チタン工業会, 2014 より抜粋） 
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（３） 成分規格 

 ① 厚生省告示第 370 号の成分規格 

  二酸化チタンの成分規格は昭和 34 年厚生省告示第 370 号により以下の成分規格が定め

られている（昭和 58 年 8 月 27 日、第四版食品添加物公定書に規格新設）。 

含量：本品を乾燥したものは、酸化アルミニウム及び二酸化ケイ素を除き、二酸化チタ

ン（TiO2）99.0%以上を含む。 

 性状：本品は、白色の粉末であり、においがなく、味がない。 

確認試験：本品 0.5 g に硫酸 5 mL を加え、硫酸の蒸気が発生するまで穏やかに加熱す

る。冷後、水を徐々に加えて約 100 mL とし、ろ過する。このろ液 5 mL に過酸化水

素試液を加えるとき、黄赤～橙赤色を呈する。 

純度試験：(1) 水可溶物 0.25%以下、(2) 塩酸可溶物 0.50%以下、(3) 鉛 Pb として 10 

µg/g 以下（4.0 g、比較液鉛標準液 4.0 mL、フレーム方式）、(5) ヒ素 As として 1 µg/g

以下（10 g、標準色ヒ素標準液 3.0 mL、装置 B）、(6) 酸化アルミニウム及び二酸化ケ

イ素 2.0%以下 

 乾燥減量：0.5%以下（105℃、3 時間） 

強熱減量 0.5%以下（乾燥物、775～825℃） 

 

② JECFA の規格 

 JECFAモノグラフ 13に規定された規格を以下に示す（参照 27：JECFA Monograph, 2012）。 

同定： 

溶解性：水、塩酸、希硫酸、有機溶剤に不溶。 フッ酸、熱濃硫酸に徐々に溶ける。 

呈色反応：試料 0.5 g に硫酸 5 mL を加え、硫酸の煙が出るまで静かに加熱し、冷却す

る。 水とフィルターで約 100  mL に慎重に希釈する。この透明な濾液 5 mL に過酸

化水素を数滴加えると、直ちに橙赤色を呈色する。 

純度： 

乾燥減量：0.5%以下 (105℃、3 時間) 

強熱減量：乾燥重量で 1.0%以下 (800℃) 

酸化アルミニウムおよび/または二酸化ケイ素：2%以下 (単体でも組み合わせでも) 

酸可溶性物質：0.5%以下； アルミナまたはシリカを含む製品は 1.5% 以下 

水溶性物質：0.5%以下 

0.5N 塩酸に可溶な不純物：アンチモン：2 mg/kg 以下；ヒ素：1 mg/kg 以下；カドミウ

ム：1 mg/kg 以下；鉛：10 mg/kg 以下 

水銀：1 mg/kg 以下 
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③ EU の規格 

 EU では、二酸化チタン（E 171）の使用基準は、食品添加物に関する規則

（EU.Regulation(EC) No.1333/2008）（参照 4：EC Regulation, 2008）で規定されており、以

下の食品カテゴリー用の着色料として quantum satis（適量）の使用が認められていた。 

04.2.4.1 Fruit and vegetable preparations excluding compote（コンポートを除く、果物及

び野菜の調理品）（海藻由来の魚卵類似製品のみ） 

09.2 Processed fish and fishery products including molluscs and crustaceans（軟体動物、甲

殻類を含む魚介類の加工品）（魚及び甲殻類の練り物、調理済みの甲殻類のみ） 

 

参考として、COMMISSION REGULATION (EU) No 231/2012 に規定された食品添加物

としての二酸化チタンの規格を以下に示す（参照 28：EC Regulation, 2012）。 

 

定義： 

基本的に純粋なアナターゼ型および/またはルチル型の二酸化チタンからなり、製品

の技術的特性を向上させるために少量のアルミナ及び/又はシリカでコーティングさ

れている場合がある。アナターゼ型の顔料用二酸化チタンは、副産物として大量の硫

酸を生成する硫酸塩プロセスによってのみ製造できる。ルチル型の二酸化チタンは、

通常、塩化物法で製造される。二酸化チタンのルチル型の一部は、基本的な平板構造

を形成するテンプレートとしてマイカ（ケイ酸アルミニウムカリウム）を使用して製

造される。マイカの表面は、特許を取得した特殊なプロセスにより、二酸化チタンで

コーティングされている。ルチル型二酸化チタンは、二酸化チタン（ルチル型）でコ

ーティングされた雲母真珠顔料を酸で抽出溶解し、その後アルカリで抽出溶解する

ことにより製造される。この工程で雲母はすべて除去され、板状の二酸化チタンが得

られる。 

アッセイ：アルミナおよびシリカを含まず、99%以上の含有率 
同定： 

溶解性：水及び有機溶媒に不溶。フッ酸、熱濃硫酸に徐々に溶ける。 

純度： 

乾燥減量：0.5%以下 (105℃、3 時間) 

強熱減量：乾燥重量で 1.0%以下 (800℃)(揮発性物質を含まない) 

酸化アルミニウムおよび/または二酸化ケイ素：合計 2.0%以下 

0.5 N 塩酸に可溶な物質：アルミナ及びシリカを含まない基準で 0.5%以下、さらにアル

ミナ及び/又はシリカを含む製品については、販売時の製品基準で 1.5%以下 

水溶性物質：0.5%以下 

カドミウム：0.5 N 塩酸での抽出後、1 mg/kg 以下 

アンチモン：0.5 N 塩酸での抽出後、2 mg/kg 以下 
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ヒ素：0.5 N 塩酸での抽出後、1 mg/kg 以下 

鉛：0.5 N 塩酸での抽出後、10 mg/kg 以下 

水銀：0.5 N 塩酸での抽出後、1 mg/kg 以下 

 

しかし、食品添加物としての二酸化チタン（E171）に関する規則（COMMISSION 

REGULATION (EU) 2022/63）によって食品への使用認可が取り消され、2022 年 8 月 7 日

までの段階的廃止期間を経て、二酸化チタンを使用した食品の上市は禁止された（参照 3：

EC Regulation, 2022）。 

 

④ 米国の規格 

 米国では、連邦行政規則集 21 CFR 73.575 において食品用着色料として以下の規格が定

められている（参照 6：FDA 21CFR, 2011）。 

 

§ 73.575 Titanium dioxide 

(a) 同定 

 (1) 着色添加剤の二酸化チタンは、合成により調製された TiO2 であり、他の物質との

混合物は含まれない。 

 (2) 二酸化チタンで作られた食品用着色添加物混合物は、適切であり、食品着色用着色

添加物混合物で安全であるとしてこのサブパートにリストされている。希釈剤、およ

び以下のもののみを含むことができる：分散助剤としての二酸化ケイ素 SiO2 および/

または酸化アルミニウム Al2 O3 (合計で 2%以下)。 

(b) 規格 

 二酸化チタンは、次の規格に適合するものとする。 

 鉛 (Pb として)：10 ppm 以下 

 ヒ素 (As として)：1 ppm 以下 

 アンチモン (Sb として)：2 ppm 以下 

 水銀 (Hg として)：1 ppm 以下 

 強熱残量 (800℃、105℃で 3 時間乾燥後)：0.5%以下 

水溶性物質：0.3%以下 

酸可溶性物質：0.5%以下 

TiO2：105℃で 3 時間乾燥後、99.0%以上 

鉛、ヒ素、およびアンチモンは、二酸化チタン 10 グラムを 0.5N 塩酸 50 mL 中で 15

分間沸騰させて得た溶液で測定するものとする。 

(c) 用途及び制限 

   着色添加物である二酸化チタンは、一般的に食品の着色に安全に使用できるが、次の制

限が適用される。 
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 (1) 二酸化チタンの量は、食品の重量の 1%を超えないこと。 

 (2) 着色が許可されていない限り、同法第 401 条に基づいて公布された識別基準があ

る食品の着色に使用することはできない。 

(d) 表示 

  着色添加物およびそれから調製された着色目的のみまたは部分的に意図された混合物

は、本章の§ 70.25 の要件に適合した表示を行わなければならない。 

(e) 認証の免除 

 当該着色添加物の認証は、公衆衛生の保護には必要ないため、§ 721(c) の認証要件は免

除される。 

 

（４） 安定性 

  酸化チタンには、ルチル形、アナターゼ形、ブルカイト形の 3 種の結晶形態があるが、

工業的に利用されているのはルチル形とアナターゼ形のみとなる。ルチル形、アナターゼ

形ともに正方晶系に属し、ルチル形はアナターゼ形に比べて原子配列が緻密で物理的性

質もより安定していり。また、共に熱濃硫酸、フッ酸、溶融アルカリ塩には溶解するが、

それ以外の酸、アルカリ、有機溶媒、水には溶解せず、化学的にも安定な物質である（参

照 26：日本酸化チタン工業会, 2014）。 

 二酸化チタンは熱、光に対して安定である（参照 29：委託者提供資料）。 

 

（５） 食品中の分析法 

  第 2 版 食品中の食品添加物分析法 (平成 12 年 3 月 30 日付衛化第 15 号厚生省生活 

衛生局食品化学課長通知、最終改正：令和 3 年 11 月 11 日) に記載された分析法を以下に

示す。 

 

 分析法の概要 

  食品中の二酸化チタンは、灰化後、硫酸に溶かし、過酸化水素を作用させて生ずるペル

オキソチタン酸が呈する黄色を測定する比色法により定量する（2021 年改正）。 

 

分析法（比色法） 

1) 検体の採取と試料の調製 

一般試料採取法を準用する。 

 

 2) 試験溶液の調製 

試料約 5 g を精密に量り、灰化容器に入れ、徐々に加熱して炭化させる。残留物がほと

んど白色となるまで 550℃～650℃に強熱して灰化させる。黒色の炭素粒が残っている場

合は同じ条件で再灰化を行う。冷後、無水硫酸ナトリウム 0.75ｇ及び硫酸 5 mL を加え、
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注意しながら徐々に加熱して残留物を完全に溶かす。冷後、灰化容器内の残留物を、あら

かじめ水を約 10 mL 入れた 50 mL メスフラスコに徐々に加え、さらに灰化容器内を水約 

10 mL ずつで 3 回洗い、洗液はメスフラスコに加え、水を加えて正確に 50 mL とし、試験

溶液とする。また、試料を用いずに同様に操作して、空試験溶液とする。 

 

 3) 検量線用標準溶液の調製 

チタン標準原液（濃度 1,000 µg/mL）10 mL を正確に量り、100 mL メスフラスコに入れ、

硫酸（１→10）を加えて正確に 100 mL とし、チタン標準溶液とする（濃度 100- µg/mL）。

チタン標準溶液 1.5、5、10 及び 15 mL をそれぞれ正確に量り、硫酸（1→10）を加えてそ

れぞれ正確に 25 mL とし、検量線用標準溶液とする（濃度 6～60 µg/mL）。 

 

 4) 測定溶液の調製 

検量線用標準溶液及び試験溶液を正確に 10 mL ずつ量り、それぞれに、過酸化水素 0.2 

mL を加え、よく振り混ぜたのち、測定溶液とする。硫酸（1→10）10 mL に過酸化水素 

0.2 mL を加え、よく振り混ぜた液を対照として、吸光度を測定する。 

 

 5) 測定法 

 ①測定条件 

  分光光度計を用い、波長 408 nm における吸光度を測定する。 

 ②検量線 

  検量線用標準溶液の測定溶液それぞれにつき吸光度を測定し、得られた吸光度から検

量線を作成する。 

 ③定量 

  試験溶液及び空試験溶液につきその吸光度を測定し、両者の値の差を求め、その値と検

量線から試験溶液中のチタン濃度（µg/mL）を求め、次式)によって試料中の二酸化チタ 

ン濃度（g/kg）を計算する。 

二酸化チタン顔料（g/kg）= 
C

  W × 20  
 × 1.669 

  C：試験溶液中のチタン濃度（μg/mL） 

  W：試料の採取量（g） 

 ④定量限界  

  0.1g/kg 

 

6. 使用基準 

 着色の目的以外に使用してはならない。また、カステラ、きなこ、魚肉漬物、鯨肉漬物、

こんぶ類、しょう油、食肉、食肉漬物、スポンジケーキ、鮮魚介類（鯨肉を含む。）、茶、の
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り類、マーマレード、豆類、みそ、めん類（ワンタンを含む。）、野菜及びわかめ類に使用し

てはならない（告示第 370 号「F. 使用基準」）。 
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II. 有効性に関する知見 

（１） 食品添加物としての有効性及び他の同種の添加物との効果の比較 

公定書解説書には二酸化チタンの食品添加物としての有効性及び他の同種の添加物との

効果の比較に関する記載はない。 

 

（２） 食品中の安定性 

 二酸化チタンの食品中の安定性に関して、食品および生体試料中に存在するタンパク質

やその他の高分子が二酸化チタン粒子に迅速かつ強く吸着し、粒子サイズおよび腸管環境

との相互作用を支配する表面特性を変化させる「コロナ」を形成するとの情報がある（参照

23：Health Canada, 2022b）。 

 

（３） 食品中の栄養成分に及ぼす影響 

  食品中の糖質、脂質、ビタミン、若しくはミネラル類などの栄養成分に対する二酸化チ

タンの影響に関する知見は見出せなかった。 
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III. 安全性に係る知見 

1. 体内動態試験 
（１） 吸収 

EFSA (2016) が引用している Hussain ら（2001）の報告によれば、一般に、1 µm（1,000 nm） 

未満の微粒子は高い吸収率を示すが、1 µm を超える粒子は、パイエル板に捕捉され、全身

循環に移行しない（参照 30：Hussain, 2001）。また、経口吸収では、様々な粒子特性（直径、

表面化学、表面リガンド、形状及び弾性、物理的及び化学的安定性）の影響を受ける。3 µm

（3,000 nm）を超える粒子は貪食され、吸収されなかったとの報告がある（参照 31：Emond, 

2011）。 

 

1） in vitro 

EFSA (2016) が引用している McCracken ら（2013）の研究では、TiO2 ナノ粒子（粒子径

21 nm、表面積 35～65 m2/g、純度>99.5%）を模擬消化液に分散させ、10 µg/cm2の用量で Caco-

2 細胞単層（C2BBe1）に添加したところ、二酸化チタン粒子は毒性を示さなかったものの、

上皮細胞による粒子の取り込みにより、粒子が体内の他の部位に循環・移動する可能性が示

された。なお、二酸化チタン粒子は模擬腸内消化液中では強く負に帯電し、粒子上に胆汁酸

塩/タンパク質からなるコロナが確認され、二酸化チタン粒子の内部化が起こっていること

が確認されたと報告されている。（参照 32：McCracken, 2013） 

 

EFSA (2016) が引用している Chaudhry ら（2013）の研究では、オボアルブミン溶液に分

散させた二酸化チタンのナノ及び微粒子の透過性をトランスウェルシステムを用いて検討

したところ、粒子サイズに関わらず、二酸化チタンの透過はみられなかった。（参照 33：

Chaudhry, 2013） 

 

2） in vivo 

EFSA (2016) が引用している Gu ら（2015）の研究では、CD-1 マウスに微小化二酸化チタ

ン（サイズ 100 nm 以上）64 mg/kg/日を経口投与した結果、血中、肝臓、膵臓のチタン濃度

は変化しなかったと報告されている。肝臓や膵臓の病理組織学的な変化も観察されなかっ

た。この結果は、マイクロサイズの二酸化チタンが経口投与で吸収されないことを示すとさ

れている。（参照 34：Gu, 2015） 

 

EFSA (2016) 及び JECFA (1970) が引用している Fournier（1950）の研究において、ラット

（種、性別、匹数は明記されていない）に 0.2、1、2%の二酸化チタンを 7 日間投与したと

ころ、消化管から二酸化チタンは吸収されないようであると報告されている。同試験におい

て二酸化チタン 660 mg /kg/日 15 日間投与したラットの血液、肝臓、腎臓及び尿ではチタン

は認められなかったと報告されている（分析感度 10 µg）。（参照 35：Fournier, 1950） 
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 EFSA (2016) が引用している Jani ら（1994）の研究では、ルチル型二酸化チタン粒子（粒

子径 500 nm）のラット消化管からの取り込みが検討された。Sprague-Dawley ラット（平均

体重：150 g、年齢：12-14 週）の成熟雌 6 匹に 12.5 mg/kg/日（2.5% w/v 懸濁液 0.1 mL）を

10 日間経口投与した結果、病理組織学的検査により、全ての主要な腸管関連リンパ組織

（GALT）に二酸化チタンを含む粒子がみられ、二酸化チタン粒子が肝臓や脾臓などの全身

臓器に移動していることが実証された。誘導結合プラズマ法によるチタン濃度の測定結果

より、二酸化チタン粒子の 10 日間の総投与量の 6.5%が取り込まれたと算出された。ルチル

型二酸化チタン粒子の取り込みは主にパイエル板を介して起こり、その後、粒子は腸間膜ネ

ットワークに移動し、腸間膜リンパ節に集積すると結論づけられた。その後、一部の粒子は

全身循環に入り、肝臓と脾臓に取り込まれたとされている。（参照 36：Jani, 1994） 

 

EFSA (2016) が引用している Onishchenko ら（2012）の研究では、ルチル型二酸化チタン

ナノ粒子の水分散液（50 mg/cm3）を Wistar ラット小腸の分離ループに投与し、二酸化チタ

ンナノ粒子の浸透が観察された。3 時間の曝露後、ルチル型ナノ粒子は、細胞のアピカル領

域の細胞膜下及び細胞質のより深い部分に、孤立した物体または小さな凝集体として確認

された。これにより、ルチル型二酸化チタンナノ粒子を消化管に投与すると、小腸の上皮バ

リアを通過することが示された。（参照 37：Onishchenko, 2012） 

 

EFSA (2016) が引用している Chaudhry ら（2013）の研究では、ラット（系統不明、材料

の種類ごとに 5 群/6 匹）に二酸化チタンのナノサイズ粒子（アナターゼ型 2 種類及びルチ

ル型 1 種類）及びマイクロサイズ粒子（ルチル型）4.6 mg/kg を単回経口投与した。投与後、

適切な時間間隔で血液、尿および糞便の試料を採取したところ、チタンの大部分（定量され

ていない）は糞便中に見出され、血液、尿及び組織中のチタン濃度に有意な増加はみられな

かった。よって、血液、尿および糞便への吸収・移行ならびに各臓器（肝臓、腎臓、脾臓、

心臓、脳、消化管）への分布は非常に限定的であると結論づけられた。（参照 33：Chaudhry, 

2013） 

 

EFSA (2016) 及び Health Canada (2022) が引用している Cho ら（2013）の研究では、二酸

化チタンの球状ナノ粒子（アナターゼ型 80%、ルチル型 20%、SEM による測定径：26.4±

6.1 nm、流体力学的径：37.8±0.4 nm）0、260.4、520.8、1,041.5 mg/kg/日を蒸留水懸濁液と

して雌雄 Sprague-Dawley ラット（11 匹/群）に 13 週間（7 日/週）経口投与し、二酸化チタ

ンナノ粒子の吸収、分布、排泄を調べている。剖検時に血液、組織（肝臓、腎臓、脾臓、脳）、

尿、糞便のサンプルを採取した。組織分布データから、最高用量投与群であっても、採取し

た臓器において二酸化チタンナノ粒子の有意な増加はみられなかった。尿中のチタン濃度

も有意に増加せず、糞便中に非常に高濃度のチタンが検出された（糞便中のチタン濃度は尿
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中より約 4 桁高かった）。以上より、Cho らは、二酸化チタンナノ粒子はヒトの曝露量より

数桁高い濃度で反復投与してもラットにおける吸収は極めて低く、消化管を介した有意な

全身移行はないと結論づけている。（参照 38：Cho, 2013） 

 

EFSA (2016, 2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Geraets ら（2014）の研究で

は、4 種類の二酸化チタン（NM-100、NM-101（アナターゼ型、一次粒子径 6 nm）、NM-102

（アナターゼ型、一次粒子径 20 nm）、NM-103（ルチル型、一次粒子径 20 nm、酸化アルミ

ニウムとポリシロキサンポリマー層でコーティング）、NM-104（ルチル型、一次粒子径 20 

nm、酸化アルミニウムでコーティング））2.3 mg/動物/日を Wistar ラット（単回投与群：材

料の種類ごとに雄 3 匹/群、反復投与群：NM-101 は雌 3 匹/群、その他の材料では材料の種

類ごとに雄 3 匹/群）に強制経口投与または静脈内投与し、二酸化チタンナノ粒子の組織分

布、排泄、経口吸収を調べている。各粒子はプローブ超音波処理によりエタノールとラット

血清アルブミンに分散させ、10%PBS で希釈したものが投与された。 

経口投与群では、単回投与（投与量：6.8～8.6 mg/kg 相当）または反復投与（5 日間連続

投与、累積投与量：雄 34.1～42.4 mg/kg 相当、雌 54.5～59.9 mg/kg 相当）の最後の投与から

24 時間後に肝臓、脾臓及び腸間膜リンパ節を採取した。全ての組織の結果に基づき、Geraets

らは経口投与群では投与量の約 0.02%が吸収されたと推定し、二酸化チタンナノ粒子の経口

アベイラビリティが非常に限られていると結論付けている。 

静脈内投与群では、単回投与（投与量：雄 8.4～9.8 mg/kg 相当、雌 12.4～14.1 mg/kg 相当）

または反復投与（5 日間連続投与、累積投与量：雄 42.3～49.4 mg/kg 相当、雌 61.2～71.9 mg/kg

相当）の投与 2 日目から 90 日目まで血液及び組織サンプルを採取した。 

EFSA パネル及び Health Canada は、本試験で用いられた二酸化チタンのうち NM-100 と

NM-102 のみが E 171 の評価に関連するとみなしている。同様の結果は、Janer ら（2014）及

び MacNicoll ら（2015）によっても報告されている。（参照 39：Geraets, 2014） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Coméra ら（2020）の研究では、

絶食させた C57BL/6 マウス（性別は特定せず）に E 171 40 mg/kg を水懸濁液として単回経

口投与した後の吸収動態を調べている。腸（空腸、回腸、結腸）及び血液中の二酸化チタン

粒子の存在は、投与後 2、4、8 及び 24 時間後に共焦点顕微鏡または TEM で測定された。

Coméra らは、投与 4 時間後の時点で投与量の約 0.007%が空腸と回腸絨毛に吸収されたと推

定しているが、8 時間後にはチタン濃度は基底値に戻り、結腸では比較的ほとんど吸収が起

こらなかった。パイエル板では、チタンは 4 時間後には検出されなかったが、8 時間後には

有意に増加した。二酸化チタン粒子と推定される血液中の反射性粒子は 4 時間後及び 8 時

間後にそれぞれ基底値の 3.5 倍と 4.1 倍と有意に増加したが、ICP-MS による定量では、血

中チタン濃度はいずれの時点でも LOD（< 0.02 mg/kg）未満であった。腸内のチタン含有量

とマウス組織の重量から、投与後 4 時間の時点で投与したチタンの約 0.007%が腸全体に存
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在すると計算された。Coméra らは、二酸化チタンは大部分が回腸で吸収され、残りの一部

が空腸で、少量が結腸で吸収されたと結論づけた。さらに表面積の考察から、二酸化チタン

は主に大部分が小腸の絨毛領域で吸収され、パイエル板からはそれほど吸収されないと考

えた。ex vivo 実験では細胞間隙経路を阻害すると二酸化チタンの吸収が減少したが、細胞間

隙経路阻害剤で吸収が完全に阻害されなかったことから、Coméra らは、細胞間隙経路のほ

かに、エンドサイトーシスも腸管内腔から血液への二酸化チタンの輸送に関与している可

能性があると結論づけた。但し、Health Canada (2022) では、腸管ループ試験では、洗浄に

よる消化管粘膜バリアの破壊や、食物マトリックスがないことなど、結果の解釈が難しいこ

とが指摘されている。（参照 40：Coméra, 2020） 

 

EFSA (2021) で報告されている拡張一世代生殖毒性（EOGRT）試験で血中及び尿中チタン

濃度を測定している。本試験は OECD TG443 及び GLP に従って雌雄ラットで実施され、E 

171（アナターゼ型、粒子径 40-200 nm（粒子数に基づく中央値：90 nm）3）0、100、300 ま

たは 1,000 mg/kg/日を F0 世代では交配 10 週前から F1 世代の離乳まで、F1 世代では離乳か

ら F2 世代の生後 4 日目または 8 日目まで混餌投与した。F2 世代は生後 4 日目または 8 日目

に試験が終了するまで乳汁を通じて二酸化チタンに曝露した。投与期間は各コホートの評

価エンドポイントに依存し、最長 18 週間であった。 

 EFSA パネルは、飼料中に二酸化チタンとして約 1.4mg/kg/日相当のチタンが含まれてお

り、対照群の血中及び尿中の測定可能なチタン濃度にばらつきがあることを指摘している

ものの、E 171 投与群の血中及び尿中のチタン濃度に用量依存性のわずかな上昇がみとめら

れたと判断している。（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021） 

  

EFSA (2016) が引用している West & Wyzan（1963）の研究では、男性ボランティア 5 名に

対して、二酸化チタン（米国薬局方（National Formulary）規格）5 g の牛乳分散液を 3 日間

連続で経口投与した。尿中のチタン濃度に検出可能な変化はなく、体内での蓄積を排除する

ことはできないものの、チタンイオンの有意な吸収がないことが示唆された。 

これに対し Health Canada (2022) は、Cho ら（2013）を引用し、技術進歩により生体マト

リックス中のチタンの検出能力が当時よりも向上していることや、尿はチタンの主要な排

泄経路ではないと考えられることを指摘している。（参照 41：West & Wyzan, 1963、参照 38：

Cho, 2013） 

 

 EFSA (2016) が引用している Böckmann ら（2000）の研究では、24～66 歳の男性に対して、

ゼラチンカプセルに入れたアナターゼ型二酸化チタン（粒径中央値：160 nm）または粉末二

酸化チタン（粒径中央値：380 nm）23 または 46 mg を経口投与し、投与後 24 時間（0、15、

30 分及び 1、2、4、8、12、24 時間）にわたって血中チタン濃度を測定した。著者らは血中

 
3 被験物質として使用された市販の二酸化チタンと同一ブランドについての独立した分析結果による。 



37 
 

濃度－時間データを示し、持続的な吸収メカニズムに特徴的な曲線を示したと報告してい

る。 

EFSA パネルはこのデータに基づき血中濃度－時間曲線下面積（AUC）を算出した。その

結果、ゼラチンカプセルを投与された 5 名の AUC は粉末を投与された 2 名よりも高いこと

が示された（ゼラチンカプセル：17,573.25 µg/L×分 vs 粉末：9,384, 10,519.5 µg/L×分）。こ

のことは二酸化チタンの吸収に粒子径が影響する可能性を示しているが、検討された二酸

化チタンの粒径はいずれも 100 nm 以上であった。（参照 42：Böckmann, 2000） 

 

 EFSA (2016) 及び Health Canada (2022) が引用している Jones ら（2015）による研究では、

ヒトボランティア（男性 4 名、女性 5 名；30～56 歳）に、粒子径 15 nm（アナターゼ型、50 

nm 未満の粒子数～100%）、100 nm（ルチル型、48～154 nm の粒子数が 95%を占める）、<5,000 

nm（ルチル型、100 nm 超の粒子数が 100%を占める）の 3 種類の二酸化チタン 5 mg/kg を水

に分散させて単回経口投与した。投与は少なくとも 4 週間間隔で行い、連続的に血液（ベー

スライン、投与後 2、4、24、48 時間）及び尿（24 時間ベースラインから投与後 72 時間ま

で）を採取し、加水分解後のチタン含有量を測定した。血中及び尿中チタン含有量は ICP-

MS で測定した。また、投与前及び投与 2、4、24、48 時間後に血液サンプルを採取し、チタ

ン含有量、全血球数、肝機能について分析した。その結果、用いた全ての粒子径の二酸化チ

タンについて、経口投与後にほとんど胃腸から吸収されず、粒子径による吸収率の差もみら

れなかった（吸収率の最大推定値は投与量の 0.1%）。 

Health Canada (2022) では、Jones らの研究における血中チタン濃度の平均ベースラインは

13.7 ng/mL であり、Pele ら（2015）で摂取後に観察されたピークレベルより高いことを指摘

している。高分解能 ICP-MS を用いた最近の調査では、血清及び全血中の基礎チタン濃度は

一貫して 1 ng/mL 未満と報告されており（Balcaen ら、2014；Swiatkowska ら、2019）、汚染

又は干渉の可能性が示唆される。さらに Swiatkowska ら（2019）は、Pele ら（2015）と Jones

ら（2015）でチタンの定量に使用された標準 ICP-MS は、生体試料中のチタン濃度の測定に

対して適切な方法ではないとしている。（参照 43：Jones, 2015、参照 44：Swiatkowska, 2019） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Pele ら（2015）による研究では、

ヒトボランティア 7 名に E 171（D50 260 nm）100 mg を含有するカプセルを 250 mL の水と

ともに単回経口投与し、投与後 0、30 分、1、1.5、2、3、6、8、10 時間の血液を採取した。

血中の二酸化チタン粒子は暗視野顕微鏡によって識別され、チタン濃度は高分解能（HR）-

ICP-MS による同位体希釈分析で測定された。血中チタン濃度は 6 時間後に最大値（約 11 

ng/mL）を示し、10 時間後には 5 µg/mL まで低下した。血中粒子数を示す反射率の指標も、

測定された濃度と相関があった。血中チタン濃度のベースラインレベルは約 2 ng/mL であ

り、吸収された粒子の大きさは定量されていない。Pele らは、ヒトの腸には 2 つの粒子取り

込み経路が存在する可能性を指摘した。1 つは近位（十二指腸/十二指腸での取り込み）、も
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う 1 つは遠位（回腸パイエル板での取り込み）である。 

EFSA パネルは、本研究結果より、二酸化チタンの経口全身バイオアベイラビリティが示

されたと結論づけた。（参照 45：Pele, 2015） 

 

（２） 分布 

 EFSA (2016) が引用している Wang ら（2007b）の研究では、異なるサイズの二酸化チタン

粒子（25、80 及び 155 nm）5 g/kg を CD-1（ICR）マウス（雌雄各 40 匹/群）に単回強制経

口投与した。投与 2 週間後に雄マウスから採取した様々な組織サンプル中の二酸化チタン

濃度を測定した結果、チタンは主に肝臓に蓄積することが示された（25 nm 群：106±8 ng チ

タン/g、80 nm 群：3,970±1,670 ng チタン/g、155 nm 群：107±25 ng チタン/g）。その他の組

織におけるチタン濃度は、腎臓で 80 nm 群：～440 ng チタン/g（対照群と統計的有意差 a あ

り；p < 0.05）、25 nm 群：～375 ng チタン/g、155 nm 群：～170 ng チタン/g、対照群：～150 

ng チタン/g であった。155 nm 粒子懸濁液を投与された動物のチタン濃度は、脾臓で最も高

く、次いで肺と脳で高かった。赤血球中のチタン濃度は、25 nm 群：～130 ng チタン/g、80 

nm 及び 155 nm 群：～120 ng チタン/g、対照群：～80 ng チタン/g であった。生体内分布に

関しては、二酸化チタンが主に肝臓、脾臓、腎臓、肺に保持されることが実験により示され、

二酸化チタン粒子が消化管を介して取り込まれた後に他の組織や器官に輸送されることが

示された。（参照 46：Wang, 2007） 

 

EFSA (2016) が引用している Lloyd ら（1955）の研究では、二酸化チタン（粒子径不明）

をラット用飼料の消化率を決定するための指標物質として用いている。60 日齢のアルビノ

雄ラット 30 匹に 0.25%二酸化チタン（～295 mg/kg/日相当）を含む飼料を 6 日間与え、この

うち 10 匹については投与期間を含めて 13 日間、毎日個別に糞を回収した。残りの 20 匹は

5 匹ずつ 4 つの群に分け、投与期間後 7 日間、群ごとの糞を回収した（総食餌量も記録し

た）。ラット 30 匹について、投与した二酸化チタンの平均 92%が回収され、一部（8%）は

吸収されたものとして扱われた。排泄の遅れは消化管の一部へのチタンの蓄積によるもの

と仮定された。（参照 47：Lloyd, 1955） 

 

EFSA (2016) が引用している West & Wyzan（1963）の研究では、二酸化チタン（粒子径は

不明）を 100 g/kg の割合で含む飼料を雌雄ラットに 32 間与えた結果、統計的に有意な量の

チタンは筋肉のみで検出され（雄：0.06 mg/kg 湿重量、雌：0.11 mg/kg 湿重量）、肝臓、脾

臓、腎臓、骨、血漿、赤血球には保持されないことが示された。（参照 41：West & Wyzan, 

1963） 

 

EFSA (2016) が引用している Colorcon（2003）のバイオアベイラビリティ試験では、4 種

類の二酸化チタン（ルチル型（厚い平板状粒子）、ルチル型（薄い平板状粒子）、ルチル型（非
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晶質）及びアナターゼ型（非晶質）：いずれも粒子径は不明）を 200 mg/kg の割合で含む飼

料（投与量は～30 mg/kg 体重/日相当）または対照飼料（平均二酸化チタン濃度 9 mg/kg 湿

重量）を 6〜10 週齢の Sprague-Dawley（Cr:CD® BR）ラット（各屠殺時点につき雌雄各 3 匹

/群）に不断給餌で連続 7 日間与えた。その後、屠殺前最大 72 時間は二酸化チタン投与群に

も対照飼料（平均二酸化チタン濃度 7 mg/kg 湿重量）を与えた。ラットは二酸化チタン飼料

の給餌中止後 1、24 または 72 時間後に屠殺し、肝臓、腎臓、筋肉、全血、尿及び糞便中の

チタン含有量を測定した。チタンの主な排泄経路は糞便であり、各採取間隔（0-24 時間、24-

48 時間、48-72 時間）における糞便排泄量は全ての二酸化チタン投与群で同程度であった。

二酸化チタン飼料の給餌中止後 0～72 時間の二酸化チタンの糞便中排泄量は雄で 1.4～2.2 

mg/動物、雌で 1.1～1.3 mg/動物であり、1 日投与量の 39～63%であった。尿中排泄量は全て

の群で 1 日投与量の 2%未満であり、多くは定量限界以下（<0.4 mg/L）であった。全血中の

チタン濃度は全ての群で<0.4 mg/L、肝臓、腎臓及び筋肉中のチタン濃度も多くは定量限界

（< 0.1～< 0.2 mg/kg 湿重量）以下または 0.1～0.3 mg/kg 湿重量の範囲であった。バイオア

ベイラビリティ試験では、飼料投与後の 4 種類の二酸化チタンの全身吸収に差はなかった。

（参照 48：Colorcon, 2003） 

 

 EFSA (2016) が引用している Onishchenko ら（2012）による研究では、アナターゼ構造の

二酸化チタンナノ粒子（詳細不明）とマイクロサイズ二酸化チタン粒子（食品添加物 E 171；

結晶構造は不明）の水分散液を低用量（1mg/kg）と高用量（100mg/kg）で Wistar ラットに

28 日間投与した。その結果、いずれの群も、対照群と比較して肝臓組織のチタン量の顕著

な増加はみられなかった。ルチル型の二酸化チタンナノ粒子を同様に投与した場合、低用量

群では肝臓組織のチタン量の顕著な増加はみられなかったが、高用量を胃内投与した群で

は肝臓のチタン濃度が著しく（約 2 倍）増加した。著者らは、これは二酸化チタンが腸管バ

リアを通過することを示している可能性があるとした。（参照 37：Onishchenko, 2012） 

 

 EFSA (2016) が引用している Chaudhry ら（2013）による研究では、二酸化チタンのナノ

サイズ粒子（アナターゼ型 2 種類及びルチル型 1 種類）及びマイクロサイズ粒子（ルチル

型）の水分散液をラットに単回投与した。投与後 96 時間までのいずれかの時点で屠殺し、 

肝臓、脳、心臓、腎臓、脾臓を採取したが、いずれの組織においても二酸化チタンの移行は

みられなかった。（参照 33：Chaudhry, 2013） 

 

EFSA (2016, 2021) が引用している Tassinari ら（2014）による研究では、2 種類のアナタ

ーゼ型二酸化チタンナノ粒子（一次径が 20～60 nm の球状粒子及び 40～60 nm の不規則な

形状の粒子）0、1 及び 2 mg/kg/日を Sprague-Dawley ラット（雌雄 14 匹/群）に 5 日間連続

で経口投与し、6 日目（最終投与から 24 時間後）に血液と臓器を採取した。2 mg/kg/日投与

群の脾臓と卵巣を除き、対照群と投与群で組織中チタン濃度に差はみとめられなかった。脾
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臓中チタン濃度は 2 mg/kg/日で 0.046±0.008 µg/g、対照群で 0.036±0.009 µg/g、卵巣中チタ

ン濃度は 2 mg/kg/日で 0.28±0.07 µg/g、対照群で 0.12±0.04 µg/g であった。SEM-EDX で二

酸化チタン粒子の凝集体（直径 200-400 nm）が同定され、二酸化チタン粒子の質量濃度を単

粒子 ICP-MS で定量したところ、誘導結合プラズマ動的反応セル質量分析法（ICP-DRC-MS）

で測定した総チタン濃度と一致した。 

EFSA パネルはこの結果から、被験物質の吸収は低いと結論付けている。（参照 49：Tassinari, 

2014） 

 

EFSA (2016, 2021) が引用している Geraets ら（2014）による研究では、5 種類の二酸化チ

タン（NM-100、NM-101、NM-102、NM-103、NM-104）2.3 mg/動物/日を Wistar ラット（単

回投与群：材料の種類ごとに雄 3 匹/群、反復投与群：NM-101 は雌 3 匹/群、その他の材料

では材料の種類ごとに雄 3 匹/群）に強制経口投与または静脈内投与し、二酸化チタンナノ

粒子の組織分布、排泄、経口吸収が調べられた。その結果、二酸化チタンは全身循環から組

織（肝臓、脾臓、腎臓、肺、心臓、脳、胸腺、生殖器について評価）に急速に分布すると結

論づけられた。主な標的組織は肝臓であり、次いで脾臓及び肺であった。投与終了後 24 時

間で測定した総回収率は公称投与量に対し 64～95%の範囲であった。様々なシナリオによ

る計算から、Geraets らは、投与された二酸化チタンの 0.02%が組織内に分布していると推

定し、EFSA パネルもこの結論に同意している。 

EFSA パネルは本試験で用いられた二酸化チタンのうち NM-100 と NM-102 のみが E 171

の評価に関連するとみなした。（参照 50：Geraets, 2014） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Talamini ら（2019）による研究で

は、マウス（4 匹）に E 171 5 mg/kg/日を 3 週間（3 日/週、21 日間で 9 回、平均 2 mg/kg/日）

投与した。投与 21 日目に屠殺し、マウス組織中のチタン濃度をトリプル四重極 ICP-MS に

よって測定した。胃、小腸、大腸、肝臓の総チタン濃度は、他の臓器に比べて 1 桁大きかっ

た。投与群の組織中のチタン濃度は、肺、脾臓、胃、小腸では対照群と比較して統計的に有

意な差はなかったが、肝臓と大腸では有意な増加が観察された（対照群に対してそれぞれ

1.8 倍、3.6 倍の増加）。大腸では二酸化チタンナノ粒子も観察されたが、粒子は主にマイク

ロスケールであると判断された。脳、腎臓、精巣のチタン濃度は LOQ（0.03 µg Ti/g 組織）

以下であった。 

 EFSA パネルは保守的なアプローチを採用し、結腸に関連するチタンは全て吸収されると

仮定し、本研究において、二酸化チタンの総投与量の 0.1%が吸収されたと計算した。（参照

51：Talamini, 2019） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Riedle ら（2020）の研究では、主

にパイエル板における免疫細胞への E 171 の影響を調べることを目的として、6 週齢の雌雄
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C57BL/6 マウスに E 171（アナターゼ型、D50 119 nm、範囲 50～350 nm）0、1、10 及び 100 

mg/kg bw/日を 6、12 及び 18 週間混餌投与した。18 週間後、パイエル板基底部における粒

子の存在を共焦点顕微鏡で確認し、走査型電子顕微鏡（SEM）/エネルギー分散型 X 線分析

装置（EDX）でチタンを多く含む粒子が特定された。パイエル板基底部への二酸化チタン粒

子の取り込みは用量依存的と考えられるが、定量的な情報は提供されていない。粒子が消化

管以外の組織で検出されるかどうかも調べられていない。（参照 52：Riedle, 2020） 

 

 EFSA (2021) が引用している Disdier ら（2015）の研究では、Fisher 雄ラット（投与群及び

対照群各 6 匹）に二酸化チタンナノ粒子の懸濁液 1 mg/kg を注射し、注射後 30 分、1、2、

6 および 24 時間、及び 7、28、90 および 356 日に、血液、肝臓、脳、脾臓、腎臓及び肺を

含む検体を採取した。さらに追加検体として、注射後 5 分及び 15 分の血液と脳を採取した。

ICP-MS で測定した結果、血球及び血漿中のチタン濃度は、いずれの時点においても処理群

と対照群で差がみられなかった。脳中チタン濃度は非常に低く、最初の 24 時間で投与群が

対照群よりも高くなったが、7 日目以降は差がみられなかった。腎臓中チタン濃度は最初の

24 時間で投与群が対照群よりも数倍高くなったが、7 日目以降は差がみられなかった。脾

臓、肝臓及び肺では、チタン濃度は時間とともに減少したが、356 日目でも投与群が対照群

よりも高い値を示した。Disdier らは、6 時間後に全投与量の約 44%が肝臓に、10%が肺に、

2%が脾臓に存在すると推定した。 

半減期は肝臓と肺で 83 日、脾臓で 350 日と推定された。EFSA パネルは、これらの推定

値は高い不確実性を持つと指摘している。肝臓の蓄積係数は 134.7 であり、約 1.5 年後に定

常状態に達すると算出された。肺についても同様であった。脾臓の蓄積係数は 350 であり、

約 5 年後に定常状態に達すると算出された。これらの結果は、臓、肺、脾臓における二酸化

チタンナノ粒子の蓄積の可能性を示した。（参照 53：Disdier, 2015） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Kreyling ら（2017a）の研究では、

雌 Wistar-Kyoto ラットに可溶性の [48V] 二酸化チタンナノ粒子（一次粒子径：7～10 nm、水

/組織中粒子径：88nm）の懸濁液を静脈内投与し、その生体内運命を調べている。24 時間ま

での実験には 1.0 MBq/mg（二酸化チタン質量当たりの 48V 放射能）の放射性同位体、7 日及

び 28 日の実験には 2.35 MBq/mg の放射性同位体を使用した。投与 1、4、24 時間後及び 7、

28 日後に、各時点で 4 匹のラットを麻酔下で失血させて安楽死させた。血液、すべての臓

器、組織、排泄物を採取し、48V 放射活性を測定した。注射後 4 時間では、放射性線量の 99.5%

が肝臓で検出され、28 日では 88.9%が肝臓で検出された。脾臓と腎臓からは数%の線量が検

出された（脾臓では 2.5～4%、腎臓では 0.05～0.2%）。他の組織はすべて含有量が少なく、

骨（骨髄を含む）及び残りの組織からは 1%及び 0.7%が検出された。48V は尿中に排泄され、

その排泄量は 28 日間で約 1%になり、1 日目に最も多く排泄された。胆汁性排泄物である糞

便からの排泄は 28 日間で 3%であった。 
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EFSA パネルは、最後の測定が投与後 28 日目であり、その間の放射能の減少がわずか 10%

であったことから、外挿には高い不確実性があるとして [48V] 二酸化チタンの半減期を推

定していない。しかし、このデータは半減期が長く、数週間ではなく数ヶ月のオーダーであ

る可能性を示している。（参照 54：Kreyling, 2017a） 

 

EFSA (2021) が引用している Hendrickson ら（2016）の研究では、ラット（投与群及び対

照群各 6 匹）に二酸化チタンナノ粒子 250 mg/kg/日を 28 日間経口投与した後、腹部静脈血、 

肺、肝臓、脾臓、脳、睾丸、小腸、心臓、胃及び腎臓を採取した。組織中チタン濃度は、投

与群では肝臓＞脾臓、小腸＞腎臓の順で高く、肺、脳、精巣、心臓、血液では LOD 以下で

あった。対照群では全ての組織及び血液で LOD 以下であった。 

 EFSA パネルはこれらのデータから 28 日間投与後の体内チタン量を 3.4 µg と推定した。

これを累積チタン投与量（60 mg/日×28 日）で除すと、経口全身バイオアベイラビリティは

2.1×10-4%と算出された。（参照 55：Hendrickson, 2016） 

 

 EFSA (2021) が引用している Ammendolia ら（2017）の研究では、雌雄 Sprague-Dawley ラ

ット（10 匹/群/性）に二酸化チタンナノ粒子 0、1 または 2 mg/kg/日を水懸濁液として 5 日

間連続で経口投与し、最終投与から 24 時間後に小腸を採取した。小腸組織のチタン濃度（n=4

の平均値）は対照群で 0.08±0.02 µg/g、1 mg/kg/日群では 0.09±0.02 µg/g、2 mg/kg/日群で

は 0.13±0.03 µg/g であった。対照群のチタン濃度を差し引くと、二酸化チタンナノ粒子の

総投与量の 0.01%が小腸に存在すると計算された。（参照 56：Ammendolia, 2017） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Kreyling ら（2017b）の研究では、

雌 Wistar-Kyoto ラットに可溶性の [48V] 二酸化チタンナノ粒子（一次粒子径：7～10 nm、水

/組織中粒子径：88nm）の懸濁液を強制経口投与し、1、4、24 時間後及び 7 日後に血液、す

べての臓器、組織及び排泄物を採取し、放射活性を測定した。放射能の大部分は糞便中に排

泄された。投与後 1 時間以内に投与線量の約 0.6%が吸収され、7 日後の組織内残存割合は

投与線量の約 0.05%であった。Kreyling らは、個体によって分布パターンが異なることを指

摘している。測定可能な沈着は、脾臓、腎臓、心臓及び子宮で 4 時間後にのみ観察された。

脾臓、腎臓及び心臓では、投与後 24 時間で保持量が最大となった。肝臓、肺及び血液では、

ナノ粒子の保持は 4 時間から 7 日後まで減少した。脳、子宮、腎臓では、7 日後に最も高い

濃度が観察された。肝臓と脾臓における濃度のピークは、それぞれ吸収量の 12.5%（4 時間）

と 2.6%（24 時間）であった。Kreyling らは、排泄速度が遅いため、二酸化チタンナノ粒子

に慢性的に曝露された個体では、全身循環する粒子が特定の細胞や臓器に蓄積すると考え

られるとしている。 

 経口投与による [48V] 二酸化チタンナノ粒子の生体内分布を静脈内投与（Kreyling ら、

2017a）で得られた分布と比較し、Kreyling らは、動態パターンが大きく異なるため、二酸
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化チタンの生体内分布の評価において、静脈内投与は経口投与の適切な代替とは考えられ

ないと結論付けている。 

 EFSA パネルは、48V が二酸化チタンナノ粒子の忠実なトレーサーであるという仮定に基

づき、経口投与された二酸化チタンナノ粒子の全身バイオアベイラビリティが 0.6%である

ことを本研究が実証していると考えた。さらにパネルは、この研究が曝露経路間の分布の有

意な違いを示していると考えた。（参照 57：Kreyling, 2017b、参照 54：Kreyling, 2017a） 

 

EFSA (2021) が引用している Hendrickson ら（2020）の研究では、二酸化チタンナノ粒子

50 mg/kg を Wistar ラットに分離腸管ループ法（isolated intestinal loop technique）で単回投与

した。投与 3 時間後に肝臓と脾臓及び分離ループを採取した。組織中に 100 nm 以上の大き

さの緩やかな凝集体がみられ、回折分析により、これが二酸化チタンであることが確認され

た。小腸の粘膜細胞表面や微絨毛の間、粘膜組織内にも二酸化チタンナノ粒子が検出された。

パイエル板では、20～60 nm の大きさの単一ナノ粒子と凝集体が検出された。肝臓では、実

質組織で二酸化チタンナノ粒子の凝集（150～200 nm、最大 300 nm）がみられ、脾臓の赤髄

では、単一のナノ粒子（20～30 nm）、凝集体（最大 100 nm）及び集合体（最大 800 nm）が

観察された。 

EFSA パネルは、この研究が、腸、肝臓、脾臓において、単一粒子または様々な大きさの

凝集体として二酸化チタンナノ粒子が存在することを実証しているとした。しかし、定量的

なデータは提供されていない。（参照 58：Hendrickson, 2020） 

 

EFSA (2021) が引用している Chen ら（2020a,b）の研究では、4 週齢の Sprague-Dawley ラ

ット（6 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子 0、2、10、50 mg/kg/日の水懸濁液を 90 日間強制経

口投与し、91 日目に血液、肝臓、胃、小腸、大腸、脾臓、心臓、肺、腎臓及び精巣を採取し

た。臓器及び血液中のチタン濃度は高分解能 ICP-MS で測定した。脾臓と心臓では、チタン

濃度は LOD（32 ng/g 組織）以下であった。血液、肝臓、腸、肺、腎臓及び精巣では、投与

群と対照群でチタン濃度の統計的な差はなかった。大腸では、50 mg/kg 投与群は、対照群及

び 2、10 mg/kg 投与群よりも高濃度であった。Chen らは、50 mg/kg 投与群でみられた高濃

度は、粘膜細胞ではなく大腸粘膜組織の表面に付着した二酸化チタンナノ粒子によるもの

であると考察し、この研究における二酸化チタン吸収率は非常に低いと結論付けた。 

EFSA パネルは、粒子の化学的特性評価（EDX など）を行わない TEM による観察は、粒

子の同一性の不確実性につながると考えた。（参照 59：Chen, 2020a、参照 60：Chen, 2020b） 

 

 Health Canada (2022b) で報告されている OECD TG417 及び GLP 準拠試験の情報は、産業

界から Health Canada に提出された未公表試験の報告書の要約に基づく。この試験では、雌

雄 CD ラット（試験ガイドラインでは雌雄各 4 匹以上/群とされているが、実際の使用動物

数は不明）に 5 種類の二酸化チタン 1,000 mg/kg を単回強制経口投与し、投与 96 時間後の



44 
 

全血中チタン濃度を測定した。使用した二酸化チタンは E 171-E（中央粒径 99.9±2.0 nm、

ナノスケールの粒子を約 50～51%含有）、G6-3（アルミナと疎水性有機物でコーティングさ

れたルチル型ナノ粒子、D50 =9.2±2.0 nm）、G2-5（コーティングされていないアナターゼ型

ナノ粒子、D50 = 5. 5±2.0 nm）、G3-1（コーティングされていないルチル型顔料、D50＝146.9

±5.9 nm）及び G4-19（アルミナ及びポリオールでコーティングされたルチル型顔料、D50＝

177.5±3.9 nm）であった。投与 0、0.5、1、2、4、8、12、24、48、72、96 時間後に血液を採

取し、全血試料について硫酸で酸分解した後に ICP-MS/MS でチタン濃度を測定した。この

方法は、可溶性チタンだけでなく、粒子状の二酸化チタンのバイオアベイラビリティも考慮

できる。対照群の血中チタン濃度は大きく変動し、数匹の雄は統計的異常値とみなされ、デ

ータ処理から除外された。投与群の雌雄ラットの平均血中チタン濃度は 0.2 μg/g 以下であっ

た。最も高い血中チタン濃度は E171-E 投与群でみられ、血中濃度時間曲線下面積（AUC）

を静脈内投与したラットの AUC と比較した結果、E171-E の最大相対経口バイオアベイラ

ビリティは 0.0013%と算出された。他の 4 種類の二酸化チタンのバックグラウンド補正後の

血中チタン濃度は LOD 以下であった。LOD は明記されていないが、著者らは、試験した全

ての二酸化チタンの経口バイオアベイラビリティは、分析システムの LOD に近いと結論づ

けている。（参照 23：Health Canada, 2022b） 

 

Health Canada (2022) が引用している Bettini ら（2017）の研究では、雄の Wistar ラット（10

匹/群）に E 171 10 mg/kg/日を 7 日間強制経口投与し、二酸化チタンの体内運命を検討した。

その結果、投与群でのみ、小腸パイエル板、大腸粘膜及び肝臓に光回折性の二酸化チタン粒

子がみとめられた。投与時に分散した粒子が腸内や腸管通過中に再凝集することはなかっ

たと報告されている。 

Health Canada は、本研究では分散した粒子の安定化に粒子間及び他のリガンドとの結合

親和性の変化を誘発することが知られている BSA を用いており、食事による曝露の一般的

な条件下での粒子の分布を反映しない可能性があることを指摘している。（参照 61：Bettini, 

2017） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Guillard ら（2020）の研究では、

合併症なく正期産した女性 22 名から採取した胎盤及び新生児 18 名の糞便のチタン及び二

酸化チタン粒子の濃度を測定した。この研究で用いた胎盤と糞便の検体に関連性はなかっ

た。ICP-MS で測定した胎盤中チタン濃度は 0.01～0.48 mg/kg（中央値：0.05 mg/kg）、糞便

中チタン濃度は 18 検体中 9 検体のみが LOQ（0.01 mg/kg）を上回り、中央値は 0.25 mg/kg

であった。胎盤及び糞便各 2 検体をエネルギー分散型 X 線結合走査型透過電子顕微鏡（SEM-

EDX）で分析した結果、二酸化チタン粒子の存在が確認された。 

本研究ではさらに、ex vivo ヒト胎盤灌流試験で二酸化チタンの経胎盤移動を定量評価し

た。アンチピリンテストによって胎盤膜の完全性と機能性が確認された胎盤を用い、15 µg 
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E171/mL（n=13）または対照群（n=2）を灌流した結果、二酸化チタン粒子の分布が確認さ

れた。胎盤 2 検体で粒子を同定しサイズを測定したところ、二酸化チタン粒子 34 個のうち

53%が 100 nm 以上、47%が 100 nm 以下であった。SEM-EDX を用いた分析により、胎盤滲

出液中の粒子数は 1 時間の胎盤灌流のうち最初の 40 分間で増加することが示された。4～6

回の独立した実験の平均として、粒子数は顕微鏡領域あたり 6～8 個であった。 

 EFSA パネルはこれらの研究結果について、チタンが胎盤に低濃度で存在し、二酸化チタ

ンが全身に利用可能であり、胎盤に分布し、胎盤膜を通過する能力があることを示すものと

みなした。ex vivo 試験については、二酸化チタンの移行の程度は小さく、短い実験期間では

測定不可能であることを指摘している。また、新生児の糞便中チタンについては、採取期間

が出生後 48 時間までであったこと、50%の糞便サンプルで Ti が測定されず、粒子も特定さ

れなかったことから、パネルは、二酸化チタン粒子が、糞便を採取するために使用したおむ

つや母乳などの他の供給源から生じた可能性を排除できないことを指摘している。（参照

62：Guillard, 2020） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Heringa ら（2018）の研究では、

ヒト 15 名の献体（男性 6 名、女性 9 名；56～104 歳）の肝臓及び脾臓のチタン濃度を測定

した。肝臓の 15 検体及び脾臓の 1 検体で総チタン濃度は LOD（10 ng/g 組織）以下であり、

チタン濃度が測定できた検体の平均濃度は肝臓で 40 ng/g、脾臓で 80 ng/g であった。平均粒

子径は肝臓で 86-426 nm、脾臓で 88-445 nm であり、小さい方の粒子径は検出下限であった。

独立した手法で測定した臓器中の粒子状チタンの濃度と総チタン濃度が重なっていたこと

から、ほぼすべてのチタンが粒子として存在していることが示された。 

EFSA パネルによる計算では、LOD を超えた検体について、肝臓中チタン量は男性で 72

±25 µg、女性で 56.0±37 µg、脾臓中チタン量は男性で 5.5±4 µg、女性で 12±17 µg であ

り、男女の肝臓と脾臓のチタン量の和は 83±51 µg であった。ヒトを最も代表する年齢層に

おける E 171 の平均曝露量は 200～2,800 µg/kg/日であり、チタンとして約 8.4～117 mg/日に

相当する。体内のチタンの大部分が肝臓と脾臓に存在し、それらが全て食事由来の E 171 で

あると仮定すると、ヒトにおける E 171 の経口全身バイオアベイラビリティは最大でも 1%

未満であると推定している。（参照 63：Heringa, 2018） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022)が引用している Peters ら（2020）の研究では、ヒト

15 名の献体（男性 7 名、女性 8 名；64～97 歳）の肝臓、脾臓及び腎臓中のチタン含有量を

測定した。さらに、男性 5 名、女性 7 名については空腸と回腸についても測定した。各組織

15 検体中、肝臓 4 検体、脾臓 2 検体、腎臓 1 検体で、総チタン濃度は LOD（0.01 µg/g 組織）

以下であった。空腸 12 検体中 1 検体で、総チタン濃度は LOD 以下であった。定量可能な

検体における平均総チタン濃度は、肝臓で 0.03 µg/g、脾臓で 0.06 µg/g、腎臓で 0.08 µg/g、

空腸で 0.34 µg/g、回腸で 0.43 µg/g であった。spICP-MS で測定した粒子径は各組織で 50～
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500 nm の範囲であった（検出下限：50 nm）。Peters らは、総チタン濃度のうち二酸化チタン

粒子が約 80%を占めると考えている。定量可能な検体における各臓器中のチタン含有量は、

脾臓では男性 11±13 µg、女性 78±5 µg、腎臓では男性 16±13 µg、女性 33±34 µg、肝臓、

脾臓及び腎臓の含有量の合計は男女で 105±83 µg、空腸と回腸の合計は男女で 262±185 µg

であった。 

この報告に基づき、EFSA パネルは、チタンがヒトの肝臓、脾臓、腎臓、空腸及び回腸に

低濃度で粒子状で存在する可能性があることを指摘している。（参照 64：Peters, 2020） 

 

（３） 排泄 

EFSA (2016, 2021) が引用している Geraets ら（2014）による研究では、5 種類の二酸化チ

タン（NM-100、NM-101、NM-102、NM-103、NM-104）2.3 mg/動物/日を Wistar ラット（単

回投与群：材料の種類ごとに雄 3 匹/群、反復投与群：NM-101 は雌 3 匹/群、その他の材料

では材料の種類ごとに雄 3 匹/群）に強制経口投与または静脈内投与し、二酸化チタンナノ

粒子の組織分布、排泄、経口吸収が調べられた。単回及び反復静脈内投与後 90 日間にわた

って臓器のチタン濃度が観察されたが、最終的には投与量の 50%以上がまだ体内に存在し、

長い半減期（肝臓で 28～248 日）を示すと結論づけられた。単回投与と反復投与の速度論的

プロファイルにはわずかな違いしかなかった。また、糞便及び尿中のチタン濃度については、

投与群と対照群に明確な差がないことが示された。投与 90 日目の臓器中チタン濃度は肝臓

よりも脾臓で高く、これは、肝臓と脾臓の間で二酸化チタンナノ粒子が再分配され、ゆっく

りと排泄されていることと一致した。 

EFSA パネルは本試験で用いられた二酸化チタンのうち NM-100 と NM-102 のみが E 171

の評価に関連するとみなしている。得られたデータから、二酸化チタンナノ粒子の全身半減

期は NM-100 で約 200 日、NM-102 で 450 日、蓄積係数はそれぞれ 290 及び 450、定常状態

に達するまでの時間は NM-100 で 3 年、NM-102 で 5 年と推定された。 

本研究について EFSA パネルは、投与後のサンプリング回数がわずかであることや、組織

半減期は推定されたものの、排泄経路を決定することはできないことを指摘している。（参

照 39：Geraets, 2014） 

 

 Health Canada (2022) が引用している Farrell & Magnuson（2017）の OECD TG417 準拠試

験では、飼料中の二酸化チタンの吸収、分布、排泄を評価している。食品グレードの二酸化

チタン（アナターゼ型、D50 133～146 nm）を公称濃度 200 ppm で飼料に配合し、雌雄 Sprague 

Dawley ラット（10 匹/群・性）に 7 日間混餌投与した。対照食（二酸化チタン無添加）のバ

ックグラウンド濃度は 7 - 9 ppm であり、投与群の二酸化チタン投与量は 200 g ラットが 30 

g 食/日を毎日消費すると仮定した場合 30 mg /kg/日相当であった。7 日後、二酸化チタン含

有飼料の投与を中止して対照飼料に置き換え、1 時間後、24 時間後、72 時間後に各性 3 匹

のラットを屠殺した。排泄物、全血、肝臓、腎臓及び筋肉中のチタン含有量を ICP-AES で
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測定した。尿中のチタン濃度は、1 匹の 0～24 時間尿サンプル（0.05 mg/L）を除く全てのサ

ンプルで LOQ（<0.04 mg/L; <2%日用量/L に相当）未満であり、大部分のチタンは糞便中に

排泄された。但し、尿および糞便の採取は試験食の中止後開始したためマスバランスの回復

が推定されていない。全血中のチタン濃度は投与群、対照群ともに LOD 以下であった。組

織では、合計 270 の組織試料（肝臓、腎臓、筋肉から各 90）のうち、176 検体（65%）が LOD

（0.1～0.2mg/kg 湿重量）未満であった。LOD を超える検体も 0.1～0.3 mg/kg 湿重量の範囲

であり、対照群と投与群で同程度の濃度及び頻度であった。Farrell & Magnuson は、食餌で

投与された食品グレードの二酸化チタンは、哺乳類の組織で顕著に吸収・分布されず、7 日

間の反復経口投与後も肝臓、腎臓、筋肉への蓄積の証拠はないと結論づけている。（参照 65：

Farrell & Magnuson, 2017） 

 

 

2. 毒性試験 

（１） 亜急性毒性試験及び慢性毒性試験 

1）急性毒性 

 EFSA (2016) が引用している Hallagan ら（1995）による報告及び SCCNFP（2000）の意見

書では、二酸化チタンの経口 LD50 値はマウスで > 10 g/kg/日、ラットで > 25 g/kg/日とされ

ている。（参照 66：Hallagan, 1995） 

 

 EFSA (2016) 及び Health Canada (2022) が引用している Wang ら（2007b）による研究では、

OECD TG420 に従って CD-1（ICR）マウスに二酸化チタン（粒子サイズ：25、80 または 155 

nm、結晶構造：特定せず）5,000 mg/kg を単回強制経口投与した結果、2 週間後までに明ら

かな急性毒性は示さなかった。ナノサイズの二酸化チタンを投与した雌では、肝臓の損傷を

示すアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）/アラニンアミノトランスフェラー

ゼ（ALT）比及び乳酸脱水素酵素（LDH）活性の変化、中心静脈周辺の水腫性変性及び肝細

胞の巣状壊死を特徴とする肝障害がみられた。さらに、これらの群では腎毒性（血中尿素窒

素濃度（BUN）の上昇）も観察された。これらの変化は粒子サイズ 155 nm の二酸化チタン

を投与したマウスではみられなかった。（参照 46：Wang, 2007） 

 

 Health Canada (2022) が引用している Warheit ら（2007）による研究では、ラットに二酸化

チタン（ルチル型 79%、アナターゼ型 21%、中央粒径 140 nm）最大 5,000 mg/kg を単回強制

経口投与した結果、LD50は 5,000 mg/kg 超と推定された。（参照 67：Warheit, 2007） 

 

Kurtz ら（2020）による研究では、7～8 週齢の雌の C57/BL6Tac マウス（投与群 16 匹、対

照群 8 匹）に二酸化チタンナノ粒子（不規則な形状のナノスケール粒子）1 g/kg を単回強制

経口投与した。試験は 1 か月の間隔を空けて 2 回実施した。投与後 24、48 時間後、7、14 日
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後に各 4 匹（対照群は各 2 匹）を屠殺し、二酸化チタンナノ粒子の腸内細菌叢及び免疫反

応、体重への影響を調べた。腸内細菌 Firmicutes 門は回腸では投与後 24 時間から 14 日目ま

で増加傾向を示した一方、24 日後も 14 日目も対照群と同等であり、大腸では 24 時間後に

劇的に増加したが、14 日目には減少した。投与群では投与後 4 日目までは体重増加抑制が

みられたが、6 日目以降は対照群よりも高い体重増加率がみられた。また、大腸上皮細胞の

主要なエネルギー源である酪酸を含むマウス糞便中の総短鎖脂肪酸は周期的な変動を示し、

投与 1、5、9、14 日目にピークがみられた。Kurtz らは、既報に基づき、Firmicutes 門の変動

と体重増加傾向の変化に関連があることを示唆している。免疫反応について、分泌型ムチン

の発現は投与 24 時間後には減少したが、その後増加した。サイトカインレベルは、投与 24

時間後に回腸における IL-4 産生が 10 倍増加した。Kurtz らは、これは回腸における

Lactobacillus 種が対照群の 3 分の 1 に減少したことと関連すると考えている。また、SFB と

Th17 細胞の宿主-微生物相互作用が知られていることから、回腸における IL-17A の 48 時間

後の減少とその後の回復は、二酸化チタンナノ粒子による SFB のダメージとその後の回復

を示唆すると考えている。Kurtz らは、これらの結果は、二酸化チタンナノ粒子の摂取が腸

内細菌叢と免疫反応に影響を与え、マウスの代謝障害とそれに続く体重増加につながるこ

とを支持するものであるとしている。（参照 68：Kurtz, 2020） 

 

2）亜急性毒性試験及び慢性毒性試験 

 委託者提供資料「ナノ酸化チタン及びナノ銀の経口反復投与毒性と体内動態解析」に報告

された 28 日間反復投与毒性試験及び 90 日間反復投与毒性試験の結果を以下に示す。 

 

 0.2%リン酸水素二ナトリウムに懸濁した結晶子径 6 nm のアナターゼ型ナノサイズ酸化

チタン（TiO2）を F344/DuCrj ラット雌雄（1 群 5 匹）に 10、100、1,000 mg/kg/日の用量で

28 日間反復経口投与し、病理組織学的検査及び肝臓、腎臓及び脾臓中の Ti 濃度定量実施し

た結果、雌の 1,000 mg/kg/日でみられたトリグリセリド（TG）の有意な増加の他に、投与に

関連する可能性のある変化はみとめられず、当該試験の無毒性量（NOAEL）は 1,000 mg/kg/

日と結論されている。なお、28 日試験の臓器における Ti 量については、雌の 1000 mg/kg/日

群で肝臓中 Ti 量の有意な増加が見られたが、極めて微量であった。また腎臓および脾臓中

の Ti 含量に対照群との差異は見られなかった。（参照 69：小川ら. 2022） 

 

 0.2%リン酸水素二ナトリウムに懸濁した結晶子径 6 nm のアナターゼ型ナノサイズ酸化

チタン（TiO2）を F344/DuCrj ラット雌雄（1 群 10 匹）に 90 日間の強制経口投与した結果、 

病理組織学的検査において投与物質と考えられる黄褐色物質が頚部リンパ節、縦隔リンパ

節、肺（BALT）、気管（上皮下）及び回腸（パイエル板）にみられたが、炎症反応や組織障

害等の反応性変化は認められず、当該試験の NOAEL は 1,000 mg/kg/日と結論されている。

また、90 日試験の主要臓器における Ti 量を測定したところ、肝臓、腎臓および脾臓中の Ti 
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含量に対照群との差異は見られなかった。90 日間の反復投与によって、28 日間投与では確

認されなかった回腸パイエル板等のリンパ組織に被験物質と考えられる黄褐色粒子の沈着

が見られ、経口暴露によって消化管から生体内に TiO2 が微量ながら取り込まれることが示

唆された。（参照 69：小川ら. 2022） 

 

 その他の亜急性毒性試験及び慢性毒性試験情報を以下に示す。 

 

 NCI（1979）による研究では、マウスを用いた二酸化チタンの発がん性試験の最大耐量

（MTD）を推定するため、B6C3F1 マウスで 90 日間の用量範囲探索試験を実施している。

マウス（雌雄各 10 匹/群）に二酸化チタン（アナターゼ型、粒子径不明）6,250、12,500、25,000、

50,000、100,000 mg/kg diet（雄マウスでは 1,056、2,113、4,225、8,450、16,900 mg/kg/日、雌

マウスでは 1,344、2,688、5,375、10,750、21,500 mg/kg/日に相当）を 13 週間連続投与した結

果、死亡例はなく、投与した動物の平均体重増加は対照群と同等であった。二酸化チタンの

投与に関連する肉眼的または顕微鏡的な病理学的所見はみとめられなかった。 

 EFSA パネルは本試験について、血液学的パラメータ及び尿、血液の生化学的パラメータ

の測定が欠如していることを指摘している。（参照 12：NCI, 1979） 

 

EFSA (2021) が引用している Talamini ら（2019）の研究（NSC スコア 1）は、マウス（投

与群 4 匹、対照群 2 匹）に E 171（5 mg/kg/日）を 3 週間（3 日/週；21 日間で 9 回投与し、

平均 2 mg/kg/日に相当）投与している。その結果、体重、飼料摂取量及び臓器重量には影響

がみられなかったが、胃、腸及び肝臓で炎症性バイオマーカーの上昇がみられた。投与群の

肝臓の壊死性炎症領域の総面積は、対照群よりも大きかった。 

EFSA パネルは、この試験が 1 用量に限定されていること、組織学的検査の対象が少数の

マウスであること及び E 171 投与群の壊死性炎症領域の増加は、肝臓障害の証拠を示す他の

エンドポイントを伴っていないことを指摘している。（参照 70：Talamini, 2019） 

 

EFSA (2021) が引用している Talbot ら（2018）の研究（NSC スコア 1）は、消化管におけ

る微生物による短鎖脂肪酸（SCFA）生産とムチン型 O-グリコシル化に焦点を当て、ラット

に E 171（0、0.1、10 mg/kg/日）を 60 日間投与した場合の影響を調査している。 

EFSA パネルは本研究結果について、最高用量群において、SCFA 産生及び腸管粘液バリ

アに E 171 が影響を及ぼさないことが示されたと考察している。（参照 71：Talbot, 2018） 

 

EFSA (2021) が引用している Han ら（2020a）の研究（NSC スコア 2）は、ラットに E 171

（0、10、100 または 1,000 mg/kg/日）を 90 日間投与した場合の影響を調査しており、高用

量群雄の摂餌量増加（6～10%）、低用量及び高用量群の雄の相対リンパ球数減少（それぞれ

8%減少）が観察されたと報告している。 
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EFSA パネルは、全体として、高用量群においても臨床的外観、生存、体重、摂餌、血液

学、臨床化学、尿検査、内臓重量、肉眼及び顕微鏡学的病理に悪影響はみとめられなかった

と判断した。（参照 72：Han, 2020a） 

 

EFSA (2021) が引用している Vasantharaja ら（2015）の研究（NSC スコア 2）は、ラット

に二酸化チタンナノ粒子（0、50、100 mg/kg/日）を 14 日間経口投与した場合の臨床化学検

査パラメータへの影響を調査している。複数の変化が報告されているが、EFSA パネルは、

唯一の大きな変化は、両投与群における血清トリアシルグリセロールの減少（対照群と比較

して 64%に減少）であるとした。（参照 73：Vasantharaja, 2015） 

 

EFSA (2021) が引用している El-Din ら（2019）の研究（NSC スコア 4）は、ラットに二酸

化チタンナノ粒子（0、1,200 mg/kg/日）を 90 日間経口投与した場合の心室の形態への影響

を調査しており、投与群において心筋の組織学的変化が報告されている。しかし、報告され

た情報が限られているため、EFSA パネルは報告された病理組織学的変化と二酸化チタンナ

ノ粒子投与の関係について結論づけることができなかった。（参照 74：El-Din, 2019） 

 

EFSA (2021) が引用している Warheit ら（2015a）の研究（NSC スコア 4）は、ラットに 2

種類の二酸化チタン（11%ナノ粒子）24,000 mg/kg/日を 29 日間経口投与した場合の影響を

調べている。本試験では、OECD TG 407 試験で設定されているすべてのエンドポイントが

検討された。EFSA パネルは、いずれのエンドポイントにおいても処理に関連した有害事象

はみとめられなかったと判断した。さらに、NSC スコアが 4 であり、内部曝露が証明され

なかったことに言及した。（参照 75：Warheit, 2015a） 

 

 EFSA (2021) が引用している Hu ら（2015）の研究は、雄の CD-1 マウスに二酸化チタン

ナノ粒子（26 nm）0、64、320 mg/kg/日を 14 週間経口投与し、血糖値のホルモン制御への影

響を検討している。投与群において 10 週目から空腹時血糖値の上昇がみられ、耐糖能異常

（用量反応なし）もみとめられたが、血中インスリン及び脂質の変化はみられなかった。 

 EFSA パネルは、これらの観察結果には矛盾があるとみなしている。（参照 76：Hu, 2015） 

 

EFSA (2021) が引用している Yu ら（2016）の研究は、雌の CD-1（ICR）マウスに二酸化

チタンナノ粒子（5～6 nm）0、2.5、5 または 10 mg/kg/日を 90 日間連続で経口投与し、心臓

への影響を検討している。全ての投与群で用量依存的な体重増加抑制がみられたが、限られ

た報告であり、EFSA パネルは、体重増加抑制及び組織学的変化と二酸化チタンナノ粒子の

投与との関係について結論づけることができなかった。（参照 77：Yu, 2016） 

 

EFSA (2021) が引用している Hong ら（2016）の研究は、雄の CD-1（ICR）マウスに二酸
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化チタンナノ粒子（5～6 nm）0、2.5、5、10 mg/kg/日を 90 日間連続で経口投与し、肝臓へ

の影響を検討している。全ての投与群で用量依存的な体重増加抑制（約 5～7%）がみられ、

中用量群及び高用量群で統計的有意差がみとめられた。肝臓では相対重量の増加（10～15%）

がみられたが、絶対重量の変化はみとめられなかった。また、肝臓では組織学的変化（リン

パ球の浸潤及び類壊死）及び炎症関連タンパク質の発現変化が報告されている。 

EFSA パネルは、肝臓の病理組織学的データに他のパラメータ等の検査が伴っていないこ

とに注目し、本研究で報告された影響は二酸化チタンナノ粒子に対する肝炎反応である可

能性が高いとみなした。（参照 78：Hong, 2016） 

 

EFSA (2021) が引用している Yang ら（2017）の研究は、雄の C57BL/6 マウスに二酸化チ

タンナノ粒子（21nm）0、250、500 mg/kg/日を 14 日間連続で経口投与し、肝臓への影響を

検討している。高用量群では、炎症、アポトーシス、壊死及びビリルビン代謝における分子

欠損がないにも関わらず、血清ビリルビン（総ビリルビン及び間接ビリルビン）が 3 倍増加

した。 

EFSA パネルは、定量化されていない肝細胞の構造変化を指摘した。しかし、これらの変

化は、相対肝重量の変化、他の肝障害の血清マーカーの変化、肝臓の定量的な病理組織学的

変化を伴っておらず、偶発的または適応的なものであると考えられた。（参照 79：Yang, 2017） 

 

EFSA (2021) が引用している Chen ら（2015a）の研究（NSC スコア 2）は、グルコース（1.8 

g/kg/日）あり/なしの条件でラットに二酸化チタンナノ粒子（24 nm）0、2、10、50 mg/kg/日

を 30 日または 90 日間投与した場合の影響を調べている。血液学的パラメータに変化がみ

られたが、毒性学的な意義はないと判断された。また、高用量群の肝臓では、肝損傷を反映

する血清酵素活性がないにもかかわらず、水腫、脂肪変性及び壊死がみられたと報告されて

いる。 

EFSA パネルは、肝臓の病理組織学的変化の報告には限界があると考え、肝障害を反映す

る血清酵素活性の変化がない場合、肝臓への影響は有害ではないと判断している。（参照 80：

Chen, 2015a） 

 

EFSA (2021) が引用している Chen ら（2015b）の研究（NSC スコア 1）は、ラットに二酸

化チタンナノ粒子（24 nm）0、2、10、50 mg/kg/日）を最大 90 日間投与した場合の影響につ

いて、循環器系への影響に焦点を当てて検討している。 

著者らにより若干の変化が報告されたが、EFSA パネルは、二酸化チタンナノ粒子を 50 

mg/kg/日までの用量でラットに最大 90 日間経口投与しても、投与に関連する影響は誘発さ

れなかったと判断した。（参照 81：Chen, 2015b） 

 

EFSA (2021) が引用している Grissa ら（2015）の研究（NSC スコア 2）は、ラットに二酸



52 
 

化チタンナノ粒子（5～12nm）0、50、100、200 mg/kg/日を蒸留水に混ぜたものを 60 日間連

続経口投与している。血液学的変化が報告されたが、これについて EFSA パネルは、毒性学

的な意義がないと判断している。（参照 82：Grissa, 2015） 

 

EFSA (2021) が引用している Chen ら（2020a）の研究（NSC スコア 2）は、雄ラットに二

酸化チタンナノ粒子（29 nm）0、2、10、50 mg/kg/日を 90 日間連続経口投与している。10 及

び 50 mg/kg/日投与群では、8 週目から体重増加抑制（最大約 15%）がみられたが、摂餌量

には影響がなかった。10 及び 50 mg/kg/日群では血清トリグリセリド（TG）濃度の有意な低

下がみられたが、血清総コレステロール、高密度リポ蛋白質コレステロール（HDL-C）及び

低密度リポ蛋白質コレステロール（LDL-C）には影響がなかった。 

EFSA パネルは、体重増加に関する影響は有害である可能性があるが、報告された他の影

響には毒性学的な意義はないとした。（参照 83：Chen, 2020a） 

 

EFSA (2021) が引用している Chen ら（2020b）の研究（NSC スコア 2）は、二酸化チタン

ナノ粒子（24 nm）0、2、10、50 mg/kg/日をグルコース（1.8 g/kg bw/日）と共に、またはグ

ルコースを含まない状態でラットに 90 日間投与した場合の影響について調査している。

血糖値、血中糖タンパク質（糖化ヘモグロビン（HbA1c）、糖化血清タンパク質（GSP））、血

中インスリン、C-ペプチド、経口ブドウ糖負荷試験（OGTT、90 日目に実施）に二酸化チタ

ンナノ粒子の影響がみられた。 

EFSA パネルは、血糖値、HbA1c、GSP、インスリン、C-ペプチド、グルカゴン及び耐糖

能の変化について、被験物質に関連しないか、E 171 の安全性評価には無関係であると判断

した。（参照 84：Chen, 2020b） 

 

EFSA (2021) が引用している Grissa ら（2017）の研究（NSC スコア 3）は、雄ラットに二

酸化チタンナノ粒子（5～10 nm）100 mg/kg/日を 8 週間経口投与した場合の影響について報

告している。投与群では有意な体重増加抑制がみられ、血清コレステロール、グルコース、

TG 濃度の有意な上昇がみられた。血漿中の酸化ストレスマーカーの有意な変化もみられ、

血漿中インターロイキン-6（IL-6）の増加が報告されている。 

EFSA パネルは、グルコースレベルの変化は潜在的に有害であると指摘し、コレステロー

ルと TG の変化は毒性学的な関連性が不明であるとした。（参照 85：Grissa, 2017） 

 

EFSA (2021) が引用している Hassanein & El-Amir（2017）の研究（NSC スコア 3）は、ラ

ットに二酸化チタンナノ粒子（21 nm）150 mg/kg/日を 1%Tween 80 溶液として経口投与した

場合の影響について報告している。。対照群には 1%Tween 80 を投与した。 

本研究について、試験報告の多くの欠点に基づき、EFSA パネルはいかなる結論も下すこ

とができなかった。（参照 86：Hassanein & El-Amir, 2017） 
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EFSA (2021) が引用している Heo ら（2020）の研究（NSC スコア 3）は、ラットに二酸化

チタンナノ粒子（21 nm）0、250、500、1,000 mg/kg/日をリン酸ナトリウム緩衝液として 28

日または 90 日間反復経口投与した場合の影響について報告している。体重増加、摂餌量、

摂水量については統計的に有意な差はみとめられなかった。投与期間中に死亡及び臨床症

状はみられなかった。90 日間の試験の最終週に行われた機能観察バッテリー（FOB）にお

いても影響はみられなかった。眼科検査及び尿検査についても、群間で有意な差はみられな

かった。血中好中球数、血中リンパ球数、血中尿素窒素数および血中 Na 数の変化には、明

確な用量反応が伴ってなかった。投与動物の剖検では、異常な肉眼所見はみとめられなかっ

た。複数の臓器重量の変化がみられたが、投与とは無関係であると考えられた。病理組織学

的検査では、対照群と 1,000 mg/kg/日投与群の間に違いがみとめられたが、EFSA パネルは、

報告された変化は正常範囲内であり、毒性学的な意義はないと判断した。（参照 87：Heo, 2020） 

 

Health Canada (2022) が引用している Bettini ら（2017）の研究では、雄の Wistar ラット（投

与群：11 匹/群、対照群：12 匹/群）に E 171 投与開始 7 日前に 1，2-ジメチルヒドラジン

（DMH）を静脈内投与した上で公称用量 0、200 μg/kg/日または 10 mg/kg/日の E 171 を超音

波処理で飲料水中に分散させて 100 日間経口投与し、結腸における前がん病変の誘発及び

促進について調べている。実際の投与量は 225 µg/kg/日（200～250 µg/kg/日）及び 11.97 mg/kg/

日（10.65～13.84 mg/kg/日）であった。E 171 高用量群は、DMH 処置のみの対照群と比べて

平均異常腺窩（ABC）及び大型の異常腺窩巣（ACF；1 つの ACF につき ABC が 3 個以上と

定義）の数が有意に増加した。E 171 低用量群と DMH 処置のみの群では ABC 及び大型 ACF

の個数に差はみられなかった。結腸あたりの ACF の平均個数はいずれの群も約 200 個であ

り、有意差はみとめられなかった。以上の結果から、Bettini らは、DMH を投与したラット

の大腸において、超音波処理により水中に分散させた E 171 は ABC 及び ACF の形で前がん

病変の発生を促進すると結論づけた。（参照 88：Bettini, 2017） 

Health Canada が本試験について評価している。DMH のみの対照群における結腸あたりの

ACF の平均個数は低用量及び高用量群と差がなく、大型 ACF の平均個数は、高用量群と比

較して有意差がみとめられたが（〜35 vs. 〜45）、この差は大きさとしては小さいものであ

った。さらにこれらの病変のうち腫瘍に進行するものは非常に少なく、齧歯類（参照 89：

Choi, 2015；参照 90：Shpitz, 1996）及びヒト（参照 91：Schoen, 2008）においてほとんどの

病変は時間とともに自然退縮すると報告されていることや、齧歯類の DMH 前処置は ACF

形成において約 20〜40%の個体間変動を示す可能性がある（参照 92：Blevins, 2019；参照

93：Rodrigues, 2002；参照 94：Won, 2012）ことを考慮すると、高用量群における大型 ACF

のわずかな増加は、毒性学的には重要ではないと Health Canada は結論付けている。また、

DMH 処理せずに E 171 を投与した群において、11 匹中 4 匹に ACF の発生（結腸あたり 1～

3 個）がみられたと報告されている。これに基づき、Bettini らは、超音波処理により飲料水
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中に分散した E 171 は、大腸において前がん病変を発生させると結論づけた。しかし、Health 

Canada は ACF の自然発生に関する複数の知見（参照 95：Furukawa, 2002；参照 96：Singh, 

2022）やほとんどの病変が時間とともに自然退縮することを考慮し、これを有害性の決定的

証拠とはみなしていない。Health Canada は、意図的に分散させた E 171 粒子への経口曝露

という実験条件は食物マトリックスの寄与を考慮していないことから、食品成分としての

二酸化チタンへのヒトの曝露を完全に代表するものとは考えていない。よって、本研究は、

試料調製法や曝露様式が食品からの二酸化チタンのヒトへの曝露に適用できるかどうかは

不明であり、食品添加物としての二酸化チタンのハザード特性との関連性は不明であると

判断された。 

 

Duan ら（2021）の研究では、二酸化チタンの経口毒性について、元素のホメオスタシス

及び組織に及ぼす影響を評価した。3 週齢の雄の ICR マウス（6 匹/群）に通常飼料、二酸化

チタンナノ粒子（一次粒子径 38.3±9.3 nm、BET 法による比表面積 61.87 m2/g）混合飼料、

二酸化チタンサブミクロン粒子（一次粒子径 128.0±33.4 nm、BET 法による比表面積 9.35 

m2/g）混合飼料を 1、3 または 6 か月間摂取させた。混合飼料は、通常飼料（市販ペレット）

に 1 質量%の二酸化チタンナノ粒子またはサブミクロン粒子を混合し、調製した。マウスの

肝臓、腎臓、脾臓及び血球におけるチタン及びその他 23 元素の分布、元素間の相関、並び

に病理学的変化を測定した。その結果、全ての投与群のうち二酸化チタンサブミクロン粒子

混合飼料を 6 か月間投与した群の血球のみにチタンの蓄積がみとめられた。その一方で、二

酸化チタンにより 12 種類の元素の組織含有量が変化することが明らかになった。ナノ粒子

投与群では、肝臓で Fe、Cu、Mg 及び P の減少、血球で Zn 及び Se の増加、脾臓で B の増

加がみられ、サブミクロン粒子投与群では、肝臓で V の減少、腎臓で Co、Zn の増加及び

Ca、Mg の減少がみられた。二酸化チタンナノ粒子は血球と肝臓で、二酸化チタンサブミク

ロン粒子は腎臓で、より多くの元素の変化を誘発した。チタンと他の元素の間には、肝臓以

外の臓器で正の相関がみとめられた。臓器への影響はナノ粒子投与群のほうが重篤であり、

特に肝臓で明らかな病理学的影響（肝細胞の浮腫、壊死、炎症性細胞の浸潤等）がみられた。

臓器へのチタンの蓄積はみられなかったことから、Duan らは、経口投与した二酸化チタン

は元素のホメオスタシスに影響を与えることで組織に影響する可能性があると指摘してい

る。（参照 97：Duan, 2021） 

 

Mortensen ら（2021）の研究では、離乳前のラットの胃液が E 171 に及ぼす影響を評価す

る目的で、雌雄の Sprague-Dawley 仔ラット（5 匹/性/群）に E 171（動的光散乱法（DLS）で

測定した水中における直径 322±38.3 nm）10 mg/kg/日を水とともに強制経口投与した。投

与は生後 7～10 日目に 4 日間連続で 1 日 4 回行われた。最終投与から 4 時間後に腸の断面

のハイパースペクトルイメージングによってE 171 の腸への取り込みを評価した結果、E 171

粒子の取り込み量は雄よりも雌のほうが多かったが、いずれもごく低レベルであり、粘液層
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が効果的なバリアとなっている可能性が示唆された。明視野顕微鏡による観察では、E 171

投与後に腸組織で免疫細胞（腸管上皮細胞間リンパ球及び顆粒球）の数が増加することが示

された。この結果から、幼少期に E 171 を経口投与すると、刺激や軽度の炎症が起こる可能

性が示唆された。本研究では、E 171 の試験と独立して、同じ条件下で酸化銅ナノ粒子（DLS

で測定した水中における直径 441±68.2 nm）を経口投与した場合の影響も調べられており、

酸化銅投与群でも E 171 投与群と同様に腸で免疫細胞の増加がみられた。Mortensen らは、

生後間もない時期に腸管で免疫細胞が増加した場合の長期的な影響については不明である

としている。（参照 98：Mortensen, 2021） 

 

Ranjan ら（2020）による研究では、用量探索の目的で 6～8 週齢の雌の Wistar ラット（5

匹/群）に二酸化チタンナノ粒子 500、1,000 及び 2,000 mg/kg/日を水懸濁液として 14 日間強

制経口投与した。いずれの用量でも、死亡や投与に関連した臨床症状は観察されず、体重、

飼料及び水の摂取量に有意な変化はみられなかった。試験終了後、屠殺したラットから採取

した血清において、用量依存的な ALT の増加がみられた。 

Ranjan らによる研究ではさらに、6～8 週齢の雌の Wistar ラット（5 匹/群）に二酸化チタ

ンナノ粒子 20、40、60、80 及び 100 mg/kg/日を水懸濁液として 12 週間強制経口投与した。

いずれの用量でも、死亡や投与に関連した臨床症状は観察されなかった。80 mg/kg 以上の投

与群で体重減少がみられたが、飼料及び水の摂取量に有意な変化はみられなかった。血液学

的パラメータでは 100 mg/kg 群で白血球数、平均赤血球容積、好中球数の増加及び平均赤血

球ヘモグロビン濃度、血小板数、好酸球数、好塩基球数の減少がみられた。生化学パラメー

タでは 80 mg/kg 以上の投与群で血清中のコレステロール、グルコース及びトリグリセリド

の増加及び乳酸脱水素酵素（LDH）の減少、100 mg/kg 群ではさらに血清アルブミンの減少

がみられ、肝臓への影響が示唆された。投与群では間接ビリルビンについては有意差がみと

められなかったが、総ビリルビン及び直接ビリルビンについて 60 mg/kg 以上の投与群で増

加がみられた。高用量投与群では総ビリルビンの大部分が抱合型（直接型）ビリルビンであ

り、肝細胞障害が発生した可能性が示唆された。60 mg/kg 以上の投与群ではアスパラギン酸

アミノ基転移酵素（AST）活性、80 mg/kg 以上の投与群ではアルカリフォスファターゼ（ALP）

活性及びアラニンアミノ基転移酵素（ALT）活性の増加がみられた。100 mg/kg 群の肺、肝

臓、腎臓、膵臓及び心臓の病理組織学的検査では、二酸化チタンの蓄積は肺と肝臓に多く、

ICP-MS による測定では肝臓で最大値が示された。肝臓では単核球の浸潤とうっ血及び肝細

胞における粒子の沈着がみられ、腎臓では尿細管の変性及び拡張が観察された。 

Ranjan らは、二酸化チタンナノ粒子は肝臓及び腎臓の機能に影響を与え、主要臓器に捕

捉された二酸化チタンナノ粒子は酸化ストレスと活性酸素により染色体異常やDNA損傷を

引き起こす可能性があると指摘している。しかし、本研究で得られたデータに基づき、40 

mg/kg までは安全な用量であり、使用が推奨されると結論づけている。（参照 99：Ranjan, 

2020） 
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 Conde ら（2022）による研究では、二酸化チタン投与による腸管の炎症が、骨髄系細胞に

おける炎症性大腸炎（IBD）リスク遺伝子 Ptpn2 の機能に依存するかどうかを調べている。

骨髄系細胞における Ptpn2 の発現をノックアウトした遺伝子組み換えマウス（Ptpn2LysMCre）

または野生型同腹仔（Ptpn2fl/fl）（10～12 週齢の雌、4～5 匹/群）に 1.5%デキストラン硫酸ナ

トリウム（DSS）を含有する飲料水を 7 日間摂取させて急性大腸炎を誘発し、その後 DSS を

含まない飲料水を 2 日間摂取させた。さらに、DSS の飲水投与初日から 9 日連続で二酸化

チタン 500 mg/kg/日の水懸濁液を強制経口投与した。9 日目に大腸炎の重症度を内視鏡で評

価し、マウス内視鏡大腸炎重症度スコアリングシステム（murine endoscopic index of colitis 

severity scoring system; MEICS）を用いてスコア化した。その結果、Ptpn2LysMCre マウスでは、

DSS 投与群と比較して二酸化チタン投与群で有意に高スコアであり、より深刻な炎症の徴

候を示した。Ptpn2LysMCre マウス及び Ptpn2fl/fl マウスの両遺伝子型において、DSS 投与群と

比較して二酸化チタン投与群でわずかに脾臓重量が増加する傾向を示した。また、病理組織

学的評価では、DSS 投与群では上皮バリアの損傷と粘膜下層への免疫細胞の浸潤が誘発さ

れ、DSS＋二酸化チタン投与群では免疫細胞の浸潤がさらに増加し、上皮障害がより深刻化

する傾向がみられた。これは、Ptpn2fl/fl マウスよりも Ptpn2LysMCre マウスでより顕著であっ

た。大腸組織への免疫細胞の浸潤についてフローサイトメトリーを用いて詳細に調べたと

ころ、Ptpn2LysMCre マウスでは大腸粘膜固有層において抗炎症性マクロファージの数の減少

がみられたが、野生型同腹仔ではこれは観察されなかった。本研究では、二酸化チタンが腸

の炎症の重症度に及ぼす影響が個体の遺伝的背景に依存しうることが示された。（参照 100：

Conde, 2021） 

 

Hu ら（2020）による研究では、成長期（3 週齢）及び成体（10 週齢）の雄の CD-1（ICR）

マウス（5 匹/群）に 50 mg/kg/日の二酸化チタンナノ粒子の PBS 懸濁液を 26 週間にわたり

強制経口投与した。その結果、成長期のマウスでは成体マウスよりも早く高血糖が誘発され

（5 週目対 12 週目）、二酸化チタンナノ粒子はインスリン分泌には影響を与えなかったが、

耐糖能に影響することが示された。また、二酸化チタンナノ粒子の 8 週間の投与によって成

長期及び成体マウスの肝臓において生体異物の生分解が活性化された。8 週目の時点では成

長期マウスでのみ小胞体ストレスが引き起こされ、肝臓及び血清中の活性酸素種が増加し

た。この小胞体ストレスと活性酸素は、炎症反応とマイトジェン活性化プロテインキナーゼ

（MAPK）経路を活性化し、その結果、成長期のマウスの肝臓におけるインスリン抵抗性を

誘導した。26週目までには成体マウスでも同様の影響がみとめられた。（参照 101：Hu, 2020） 

 

Zhang ら（2021）による研究では、二酸化チタンナノ粒子とリポ多糖（LPS）の腸管バリ

アへの複合影響を明らかにする目的で、3 週齢の雄の ICR マウス（6 匹/群）に二酸化チタン

のナノ粒子（一次粒径 33.6±11.5 nm）またはマイクロ粒子（一次粒径 124.5±46.1 nm）を
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1%含有する飼料を 1、3、6 ヶ月間与えた後に LPS 10 mg/kg の単回経口投与を実施し、その

4 時間後に、二酸化チタンの輸送量、腸管バリア機能、炎症反応を評価した。投与期間中、

二酸化チタンナノ粒子投与群の 1 匹が 43 日目に肛門の腫脹を示し、2 日後に腸閉塞で死亡

したが、他の全てのマウスには異常はみられなかった。二酸化チタン投与群では、1 ヶ月及

び 3 ヶ月の曝露で、腸絨毛の高さ/陰窩の深さの比率が顕著に増加し、1 ヶ月の曝露で回腸

タイトジャンクションタンパク質（ZO-1 及びオクルディン）の発現量が増加した。6 ヶ月

の曝露では、二酸化チタンナノ粒子投与群で摂餌量の減少がみられ、二酸化チタンマイクロ

粒子投与群では小腸微絨毛がまばらになり、血球中のチタン含有量が上昇した。両二酸化チ

タン粒子投与群において、腸管透過性には変化がみられなかった。LPS 投与後、両投与群

（二酸化チタン＋LPS）で腸絨毛の高さ/陰窩の深さの比率の変化、腸管透過性の低下、回腸

ZO-1 の発現上昇が観察された。LPS のみの投与群では、血清 TNF-α 値が高くなった以外、

回腸及び血清サイトカインに有意な変化はみられなかった。食品添加物としての二酸化チ

タンの長期摂取は、腸管バリア機能に影響しないものの、腸管上皮の構造を変化させる可能

性が示された。また、二酸化チタンと LPS の共摂取は、顕著な炎症反応を引き起こすこと

なく腸管バリア機能を向上させ、二酸化チタンナノ粒子と LPS の間には拮抗作用が存在す

ることが示された。Zhang らは、観察されたすべての軽度影響は、二酸化チタンを穏やかな

投与方法（混餌投与）であったことと関連している可能性を示唆している。（参照 102：Zhang, 

2021） 

 

Zhu ら（2022）による研究では、食事による E 171 の慢性的な摂取が高コリン性西洋型飼

料（HCD）によるアテローム性動脈硬化（AS）の誘発に関連する腸内代謝産物に与える影

響を調べるため、4～5 週齢の C57BL/6J 系統の雌 APOE-/-マウス（6 匹/群）に E 171 の水懸

濁液を 40 mg/kg/日の用量で 4 ヶ月間強制経口投与した。餌は HCD を与える群と通常の穀

物原料飼料を与える群を設定した。その結果、投与期間後には特に HCD 群で動脈硬化性病

変面積が有意に増加した。メカニズムに関する研究から、E171 は、食事性コリンをグリシ

ルラジカル反応によりトリメチルアミン（TMA）に変換するコリン TMA リアーゼ（CutC/D）

の腸内細菌における発現を増加させることで、動脈硬化促進物質であるトリメチルアミン-

N-オキシド（TMAO）の産生を大幅に増加させることが明らかとなった。抗生物質の投与に

より腸内細菌叢が枯渇したマウスでは、HCD 誘発性 AS の進行における E171 の影響がみら

れなかった。以上より、E171 が APOE-/-マウスの腸内細菌叢の構造を変化させ、TMA 及び

TMAO の生成を増加させることにより、HCD 誘発性 AS を悪化させることが明らかになっ

た。（参照 103：Zhu, 2022） 

 

（２） 発がん性試験 

Health Canada (2022) が引用している NCI（1979）の研究では、現在の食品用二酸化チタ

ンの形態と一致する顔料グレードの二酸化チタン Unitane® 0-220（98%以上がアナターゼ型）
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を用いて発がん性試験が実施されている。Health Canada は、Unitane® 0-220 の物理化学的性

状や不純物に関する情報から、Unitane® 0-220 は食品グレードの二酸化チタンへの経口曝露

に関連する潜在的健康障害を特徴付けるために適切な試験品と見なされるとしている。本

試験では、NCI guidelines for carcinogenicity testing in small rodents4に従い、雄雌の B6C3F1 マ

ウス及び Fischer 344 ラット（50 匹/性/群）に Unitane® 0-220 を 0、25,000、50,000 ppm の濃

度で 103 週間混餌投与した（二酸化チタン投与量はマウスで 0、3,250、6,500 mg/kg/日相当、

ラットで 0、1,450、2,900 mg/kg/日相当）。雌マウスでは試験期間中の死亡率に用量依存的な

傾向がみられた。雌雄のマウス及びラットで複数の非腫瘍性病変の発生率増加がみられた

が、治療に関連したものではないと結論付けられている。投与群の雄ラット（副腎髄質の褐

色細胞腫及び皮下組織の線維腫）及び雌ラット（子宮内膜間質ポリープ、甲状腺濾胞傍細胞

腺腫または甲状腺がん）で腫瘍性病変の発生率増加が報告されているが、いずれも投与関連

とはみなされていない。以上より、Unitane® 0-220 は食餌中濃度 50,000 ppm までの用量で雌

雄マウス及びラットに対する発がん性はないと結論づけられた。（参照 12：NCI, 1979） 

 

EFSA (2021) で報告されている拡張一世代生殖毒性（EOGRT）試験において、大腸がんの

前がん病変である異常腺窩巣（ACF）の誘発について調べている。F0 世代ラット（雌雄各

10 匹/群）に E 171（アナターゼ型、粒子径 40-200 nm（粒子数に基づく中央値：90 nm）5）

0、100、300 または 1,000 mg/kg/日を交配 10 週前から F1 世代の離乳まで最長 18 週間混餌投

与した結果、対照群及び投与群の結腸における病理学的検査では、Shwter ら（2016）が示し

た ACF の定義である複数の異常腺窩を含む病巣はみとめられなかった。対照群（雌雄各 1

匹）、中用量群（雌雄各 1 匹）及び高用量群（雄 1 匹、雌 2 匹）で大腸尾部の腺窩に軽度の

形態学的変化がみられたが、これは Shwter ら（2016）が示した ACF の定義及び外観と矛盾

しており、これらの腺窩の発生率は対照群と投与群で有意差がなかった。再調査として無作

為に抽出された対照群（雄 4 匹、雌 5 匹）及び高用量群（雄 3 匹、雌 5 匹）について透過光

顕微鏡による観察を行った結果、腺窩の軽度の形態学的変化が対照群 9 匹中 8 匹（雌雄各 4

匹）及び高用量群 8 匹中 6 匹（雌雄各 3 匹）でみとめられた。 

EFSA パネルは、E 171 を 1,000 mg/kg/日までの用量で経口曝露した場合、結腸の ACF は

誘発されないと結論付けた。（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021；参照 104：Shwter, 2016） 

 

（３） 生殖毒性試験 

EFSA (2021) が引用している Karimipour ら（2018）の研究（NSC スコア 2）は、マウスに

二酸化チタンナノ粒子（10～25 nm）100 mg/kg/日を 5 週間経口投与し、雌マウスの卵巣組

織、エストロゲン及びマロンジアルデヒド（MDA）の血清レベル（7 匹/群）、生殖能（10 匹

 
4 1976 年の NCI ガイドラインは、現在の OECD 及び ICH の試験ガイドラインより前に公表されたものだ

が、多くの要素は類似しており、最大の違いとしては、2 用量群ではなく 3 用量群での試験実施が推奨さ

れている点が挙げられる。。 
5 被験物質として使用された市販の二酸化チタンと同一ブランドについての独立した分析結果による。 
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/群）及び IVF 率（10 匹/群）に及ぼす影響について検討している。試験した唯一の用量で雌

の生殖能力への影響がみとめられた。（参照 105：Karimipour, 2018） 

 

EFSA (2021) が引用している Khorsandi ら（2016）の研究（NSC スコア 2）は、若齢期の

雄 NMRI マウスに二酸化チタンナノ粒子（粒子径不明）0、75、100 及び 300 mg/kg/日を 35

日間経口投与し、精巣パラメータに対する影響を検討した。100 mg/kg 群以上で用量依存的

な精巣重量の減少がみられ、より高用量群ではさらに精巣パラメータへの影響がみられた。 

EFSA パネルは、二酸化チタンナノ粒子（粒子径不明）は 100 mg/kg/日から精巣重量に影

響を及ぼすと判断した。（参照 106：Khorsandi, 2016） 

 

EFSA (2021) が引用している Khorsandi ら（2017）の研究（NSC スコア 2）は、若齢期の

雄 NMRI マウス 8 匹に二酸化チタンナノ粒子（20～30 nm）300 mg/kg/日を 35 日間経口投与

した結果を報告している。投与群では、精巣重量、血中及び精巣テストステロン、精巣カタ

ラーゼ（CAT）及びスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）濃度、精子数及び精子運動性が

有意に低下した。また、異常または変性精細管の割合、生殖細胞のアポトーシス、精巣 MDA

濃度、形態異常のある精子の割合について、有意な増加がみとめられた。 

EFSA パネルは、唯一の試験用量である 300 mg/kg/日において精巣毒性がみられたと判断

した。（参照 107：Khorsandi, 2017） 

 

EFSA (2021) が引用している Karimi ら（2019）の研究（NSC スコア 2）は、6～8 週齢の

雄 NMRI マウス 8 匹に二酸化チタンナノ粒子（< 30 nm）50 mg/kg/日を 35 日間経口投与し

た結果を報告している。二酸化チタンナノ粒子は、血清テストステロンの減少を伴う精巣重

量の減少、精細管径及び上皮の背高の減少、生殖上皮の成熟度の減少を有意に示した。また、

精子数の減少、精子異常の増加、精子運動率の低下などの有害事象が観察された。 

EFSA パネルは、唯一の試験用量である 50 mg/kg/日において精巣への悪影響がみられた

ことを指摘している。（参照 108：Karimi, 2019） 

 

EFSA (2021) が引用している Lu ら（2020）の研究（NSC スコア 4）は、6～8 週齢の雄 ICR

マウス（15 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（7 nm）0、10、50、100 mg/kg/日を 30 日間経口

投与した結果を報告している。50 及び 100 mg/kg 群で血液精巣関門（BTB）のタイトジャン

クションの損傷が報告されているが、提供された病理組織写真の解釈は困難であった。血清

テストステロン濃度は、50 及び 100 mg/kg 群で 50%減少した。精子運動性は用量に関係な

く低下し、精子奇形率の上昇を伴っていた。 

EFSA パネルは、二酸化チタンナノ粒子（7 nm）を 50 または 100 mg/kg/日で反復経口投

与することで、精巣の組織像や BTB 関連タンパク質レベルの変化、MAPK 関連 mRNA レベ

ルの変化、血中テストステロン濃度の減少が生じ、用量依存的な精子運動率の低下と精子奇
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形の増加がもたらされるとした。（参照 109：Lu, 2020） 

 

EFSA (2021) で報告されている拡張一世代生殖毒性（EOGRT）試験は、OECD TG443 及び

GLP に従って雌雄ラットで実施された。E 171（アナターゼ型、粒子径 40-200 nm（粒子数に

基づく中央値：90 nm）6）0、100、300 または 1,000 mg/kg/日を F0 世代では交配 10 週前か

ら F1 世代の離乳まで、F1 世代では離乳から F2 世代の生後 4 日目または 8 日目まで混餌投

与した。F2 世代は生後 4 日目または 8 日目に試験が終了するまで乳汁を通じて二酸化チタ

ンに曝露した。投与期間は各コホートの評価エンドポイントに依存し、最長 18 週間であっ

た。 

いずれの世代の投与群においても、早期死亡、全身行動または外観の変化はみとめられな

かった。性機能および生殖能に対する E 171 の影響は、雌雄ともに認められなかった。出生

前及び出生後の発生に対する E 171 の影響も観察されなかった。雄の思春期到達の指標とし

て OECD TG 443 で要求されている陰茎亀頭包皮分離ではなく陰茎亀頭包皮分泌腺開裂が用

いられているが、他のパラメータで影響がみられていないことから、EFSA パネルは、この

試験法からの逸脱は重要ではないと判断している。（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021） 

 

 Health Canada (2022) で報告されている Rodríguez-Escamilla ら（2019）の研究では、雄の

BALB/c マウス（4 匹/群）に基礎飼料または濃度 0.1、0.5 及び 1%（100、680 または 1300 

mg/kg/日相当）の E 171 を含む飼料を 7 週間投与した。さらに、食物マトリックスの影響を

評価するため、水に懸濁した E 171 をマウス（4 匹/群）に 5 mg/kg/日の用量で 10 週間経口

投与した。その結果、E 171 を懸濁液として投与した群と 680 または 1300 mg/kg/日を混餌投

与した群で、精細管における胚細胞剥離及び炎症細胞の浸潤の増加、ならびに血液精巣関門

の破壊など、同様の所見がみられた。Rodríguez-Escamilla らは、このことは飼料を介して二

酸化チタンに曝露された場合には食物マトリックスが酸化チタンの毒性を減弱させること

を示唆しているとしている。 

但し、Health Canada は、この研究で観察された精巣への影響は、同じ著者らが飲料水中

に懸濁した E 171 を雄の C57BL/6 マウスに同量（5 mg/kg/日）、16 週間投与した場合には再

現されなかった（Medina-Reyes et al., 2020）ことを指摘している。また、これらの所見は、

ガイドラインに準拠したより大規模な EOGRT 試験や、食品グレードの二酸化チタンを飲料

投与、強制経口投与または混餌投与で同程度以上の用量で曝露した多くの亜慢性試験

（OECD ガイドライン準拠試験を含む）のいずれにおいても観察されなかった。（参照 110：

Rodríguez‐Escamilla, 2019；参照 111：Medina-Reyes, 2020） 

 

（４） 出生前発生毒性試験 

 EFSA (2021) が引用している Warheit ら（2015b）の研究（NSC スコア 4）では、5 種類の

 
6 被験物質として使用された市販の二酸化チタンと同一ブランドについての独立した分析結果による。 
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二酸化チタン（二酸化チタンナノ粒子またはナノ粒子画分を含む二酸化チタン）について出

生前発生毒性試験を実施している。妊娠 6～15 日目のラットに二酸化チタンを経口投与し

たが、1,000 mg/kg/日（試験した最高用量）までで母子発生影響はみとめられなかった。（参

照 112：Warheit, 2015b） 

 

EFSA (2021) が引用している Lee ら（2019）の研究（NSC スコア 3）では、雌 Sprague-

Dawley ラット（12 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（21 nm）0、100、300、1,000 mg/kg/日を

妊娠 6～19 日目に強制経口投与した。一般臨床症状、体重、臓器重量（体重に対する絶対値

及び相対値）、巨視的所見に統計的に有意な差はなかった。帝王切開のパラメータ、胎児の

外見及び内臓の検査においても、統計的に有意な差はみとめられなかった。 

EFSA パネルは、最高用量である 1,000 mg/kg/日までの母体及び発育への悪影響は報告さ

れなかったとした。（参照 113：Lee, 2019） 

 

（５） 発達免疫毒性 

EFSA (2021) で報告されている拡張一世代生殖毒性（EOGRT）試験において、発達免疫毒

性について調べている。E 171（アナターゼ型、粒子径 40-200 nm（粒子数に基づく中央値：

90 nm）7）0、100、300 または 1,000 mg/kg/日を F0 世代では交配 10 週前から F1 世代の離乳

まで、F1 世代では離乳から F2 世代の生後 4 日目または 8 日目まで混餌投与した。 

外来抗原に対する抗体反応の増強能力を調べることで、E 171 の発達上の免疫毒性に対す

る影響を判断した。生後 53～61 日目の F1 コホート 3 のラット（10 匹/群、性）を感作し、

感作抗原（キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）抗原）に対する一次 IgM 抗体反応

を測定した。被験物質による血清中の抗 KLH 抗体価への影響は、発生的な免疫毒性作用を

示唆するものであると考えられる。KLH の尾静脈内ボーラス投与後 5 日目に屠殺し、血清

中の抗 KLH IgM レベルを測定した。最高用量群の雄で抗原特異的 IgM 値の有意な減少（-

9%）がみられたが、明らかな用量依存性はみられなかった。陽性対照として、生後 55 日目

のサテライト群 F1 ラットに KLH を尾静脈内ボーラス投与するとともに、免疫反応抑制の

ためにシクロホスファミド（CY）40 mg/kg を単回経口投与した。EFSA パネルは、陽性対照

群への処置が投与群の一部のみと同時に行われており、その結果は有効ではないと指摘し

ている。また、文献（Gore et al., 2004）と比較して KLH に対する抗体反応が明らかに低い

ため、著者らも測定条件に問題があった可能性を指摘している。著者らはさらに、本試験に

おける全ての被験動物で KLH に対する免疫原性反応が弱く、E 171 の T 細胞依存性免疫毒

性作用を特定するには不十分であるとして、E 171 の発達免疫毒性については結論が出ない

とし、EFSA パネルもこれに同意した。 

剖検では、リンパ器官、血液、脾臓のリンパ球亜集団について調べた。全被験動物の脾臓

を 2 つに切断し、生後 87～96 日目の F1 コホート 1A（20 匹/群、性）の各脾臓の半分のみ

 
7 被験物質として使用された市販の二酸化チタンと同一ブランドについての独立した分析結果による。 
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を病理組織学的検査に供した。脾臓のリンパ球亜集団の分析には、F1 コホート 1A の残り

の半分の脾臓及び KLH に感作した生後 53～61 日目の F1 コホート 3（10 匹/群、性）の脾臓

を用いた。F1 コホート 1A のリンパ器官の病理組織学的検査では、用量依存的な影響はみ

られなかった。脾臓リンパ球亜集団の分析では、F1 コホート 1A のいずれの投与群におい

ても T 細胞、ヘルパーT 細胞、サプレッサーT/細胞傷害性細胞、NK 細胞及び B 細胞の割合

に有意な影響はみられなかった。一方、KLH に感作し F1 コホート 3 ではリンパ球亜集団の

変化（B 細胞の増加）がみられた。CY を投与した陽性対照群では影響がみられなかったこ

とから、著者らは、これは KLH への感作による影響としている。しかし EFSA パネルは、

F1 コホート 1A と F1 コホート 3 の屠殺時の日齢が異なることから、比較は正しくないと判

断した。また、リンパ球亜集団の分析において脾臓細胞懸濁液の FACS 解析が異なるラウン

ドで行われており、これが定量に影響した可能性があるとした。 

EFSA パネルは全体として、E 171 に関する発達免疫毒性について結論づけることはでき

ないと判断している。（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021） 

 

（６） 神経毒性試験 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Ebrahimzadeh ら（2017）の研究

（NSC スコア 3）では、雌 Wistar ラット（6 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（アナターゼ

型、粒子径 100 nm 未満、表面積 150 m2/g 以上）0 または 100 mg/kg/日を妊娠 2～21 日目（妊

娠群）または産後 2～21 日目（授乳群）に強制経口投与した。投与後、無作為に選ばれた雄

の哺育児（妊娠群：生後 1 日目、授乳群：生後 22 日目）において、海馬のアポトーシスの

増加および海馬の神経新生の減少が観察された。また、海馬では Bax 及び Bcl-2 の転写産物

の発現がそれぞれ増加及び減少したことも報告されている。 

但し、Health Canada は、E 171 の表面積は約 8～10 m2/g であるのに対し、使用した二酸化

チタンナノ粒子の表面積は 150 m2/g 以上であり、粒子径が異なる可能性を指摘している。

そのため、Health Canada は、本研究結果と食品用二酸化チタンのヒトへの曝露との関連性

は不明であるとしている。（参照 114：Ebrahimzadeh, 2017） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Kandeil ら（2020）の研究（NSC ス

コア 3）では、成熟雄アルビノラット（20 匹/群）に高エネルギーボールミル（HEBM）処理

で調整した二酸化チタンナノ粒子（90 nm、範囲 40-140 nm）0 または 500 mg/kg/日を 14 日

間経口投与した。500 mg/kg/日の単回投与により、酸化ストレスに関連すると思われる中枢

神経系への悪影響が観察された。 

Health Canada は、本研究で使用された二酸化チタンナノ粒子はその調整方法から食品グ

レードの二酸化チタンとは異なる特性を持っていると考え、これらの知見を E171 に外挿す

ることはできないとしている。（参照 115：Kandeil, 2020） 
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EFSA (2021) が引用している Rahnama ら（2020）の研究（NSC スコア 4）では、成熟雄マ

ウス（20 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（21 nm）0、2.5、5 または 10 mg/kg/日を 35 日間

投与した結果、全ての用量群で、海馬及び歯状回多形層の体積減少、歯状回顆粒細胞の密度

及び総数の減少が報告されている。（参照 116：Rahnama, 2020） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Zhang ら（2020）の研究（NSC ス

コア 3）では、若齢の雄 C57BL/6J マウス（明記されていないが 15 匹/群と推定される）に

二酸化チタンナノ粒子（21 nm）0 または 150 mg/kg/日を 30 日間強制経口投与した。粒子は

2%熱不活化マウス血清に超音波処理で分散させて投与した。その結果、腸内細菌叢の多様

性と均一性の有意な減少、腸管 HuC/D 及び TuJ1 の上昇、腸のセロトニン作動性マーカー

Sstr1 及び Sstr2 の顕著な減少がみられたが、大脳皮質には影響がなく、腸神経系への作用が

示唆された。内分泌細胞や腸管神経細胞から分泌される脳腸ペプチド及び炎症性サイトカ

インには影響がみられなかった。運動活性をみるオープンフィールドテストでは中央区画

での活動が投与により有意に減少し、不安様行動と一致したが、空間学習・記憶能力（モリ

ス水迷路試験）には影響がなかった。 

EFSA パネルは、唯一の試験用量である 150 mg/kg/日において小腸と脳に病理学的変化は

なく、腸内細菌叢に変化を与えたとみなした。Health Canada は、オープンフィールドテス

トは 5 分間しか実施されておらず、試験時間が不十分であった可能性を指摘している。（参

照 117：Zhang, 2020） 

 

 EFSA (2021) が引用している Canli ら（2020）の報告（NSC スコア 4）では、雌の成熟ア

ルビノラット（6 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（21 nm）0、0.5、5 または 50 mg/kg/日を

14 日間強制経口投与した結果、全ての用量で脳に二酸化チタンナノ粒子が観察され、脳内

コリンエステラーゼ活性の低下（約 35～50%）や脳内 Na, K-ATPase 活性の上昇（約 2 倍）

がみられた。（参照 118：Canli, 2020） 

 

EFSA (2021) が引用している Grissa ら（2016）の研究（NSC スコア 3）では、雌成熟ラッ

トに二酸化チタンナノ粒子（5～10 nm）0、50、100 または 200 mg/kg/日を 60 日間強制経口

投与した結果、100 及び 200 mg/kg 投与群で脳コリンエステラーゼ活性が低下し、全ての用

量で血漿コリンエステラーゼ活性が低下したことが報告された。（参照 119：Grissa, 2016） 

 

EFSA (2021) が引用している Grissa ら（2020）の研究（NSC スコア 2）では、雌成熟ラッ

トに二酸化チタンナノ粒子（5～12 nm）0、50、100 または 200 mg/kg/日を 60 日間強制経口

投与した結果、全ての用量で脳前頭皮質において SOD 及び CAT が減少し、NO 及び腫瘍壊

死因子-α（TNF-α）が増加したことを報告している。（参照 120：Grissa, 2016） 
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EFSA (2021) が引用している Hassanein & El-Amir（2017）の研究（NSC スコア 3）では、

雄の成熟 Sprague-Dawley ラット（10 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（21 nm）0 または 150 

mg/kg/日を 6 週間経口投与した結果、投与群において、総白血球数、リンパ球数及び好中球

数、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノトランスフェラー

ゼ（ALT）、脂質過酸化（LPO）、TNF-α 及びコメットアッセイによる肝臓 DNA 損傷の増加、

グルタチオン（GSH）減少、肝臓、脳、肺、腎臓、心臓及び精巣の病理学的変化が報告され

ている。 

神経毒性に関しては、組織凍結法が脳組織の組織学に適しておらず（非灌流ホルムアルデ

ヒド凍結）、EFSA パネルは脳組織の異常所見が排除できないとしている。（参照 86：Hassanein 

& El-Amir, 2017） 

 

EFSA (2021) が引用している Zhou ら（2017）の研究（NSC スコア 2）では、雌 CD-1 マウ

ス（6 匹/群）に二酸化チタンナノ粒子（6～7 nm）0、1、2 または 3 mg/kg/日を妊娠 7 日目か

ら産後 21 日目まで経口投与した結果、児の ex vivo 海馬 CA1 ニューロンにおいて、樹状突

起伸長の阻害、オートファジー及び酸化ストレスの増加、ミトコンドリア機能の減少が報告

されている。（参照 121：Zhou, 2017） 

 

 EFSA (2021) が引用している Mohammadipour ら（2016）の研究（NSC スコア 3）では、

授乳期の雌ラットに二酸化チタンナノ粒子（10 nm）100 mg/kg/日を投与した結果、児の受動

回避行動に変化が生じたと報告されている。（参照 122：Mohammadipour, 2016） 

 

 Health Canada (2022) が引用している Medina-Reyes ら（2020）の研究では、E 171 を 6 週

齢の雄 C57BL/6 マウス（9 匹/群）に 5 mg/kg/日の用量で 16 週間飲水投与した。E 171 粒子

は超音波処理で分散し投与した。マウスには E 171 含有または非含有の普通食または高脂肪

食を与え、1、8、16 週目に高架式十字迷路試験により不安行動を評価した。E 171 非含有の

高脂肪食及び E 171 含有通常食を投与した群では不安行動が同様に増加したが、高脂肪食に

E171 を添加した群では不安の減少がみられた。このことから、Medina-Reyes らは高脂肪食

がマウスの不安を有意に増加させると報告している。 

Health Canada は、反対の結果を示す報告（Yoshizaki et al. 2020）もあることや、E171 が普

通食のマウスで不安を増加させたが、高脂肪食のマウスでは一見すると抗不安作用を示し

たという観察結果から、この研究から推論を導くことは困難であるとした。（参照 111：

Medina-Reyes, 2020；参照 123：Yoshizaki, 2020） 

 

EFSA (2021) で報告されている拡張一世代生殖毒性（EOGRT）試験（OECD TG443 及び

GLP 準拠）では、雌雄ラットに対し、E 171（アナターゼ型、粒子径 40-200 nm（粒子数に基
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づく中央値：90 nm）8）0、100、300 または 1,000 mg/kg/日を F0 世代では交配 10 週前から

F1 世代の離乳まで、F1 世代では離乳から F2 世代の生後 4 日目または 8 日目まで混餌投与

した。F2 世代は生後 4 日目または 8 日目に試験が終了するまで乳汁を通じて二酸化チタン

に曝露した。F1 コホート 2A の児動物（雌雄）について生後 23～25 日目に聴覚性驚愕反応

と握力評価を含む機能観察バッテリーを行い、生後 58～64 日目に自発運動量を定量した。

聴覚性驚愕反応では対照群と投与群の差はみとめられなかった。100 及び 1,000 mg/kg 投与

群の雌で後肢開脚の有意な増加がみられ、300 mg/kg 群の雌雄では前肢の平均握力の有意な

増加がみとめられたが、用量依存性はなく、観察された事象間で矛盾があることや他の変化

（筋緊張、正向反射、歩行、ワイヤー操作、姿勢）との相関がないこと、機能観察バッテリ

ーの測定値や自発運動量に他の変化はみとめられないことから、これらは E 171 の投与によ

る影響ではないと判断された。脳や末梢神経（坐骨神経）にも顕著な組織病理学的所見はみ

とめられなかった。 

EFSA パネルは、F1 コホート 2A の児動物において、E 171 は 1,000 mg/kg/日までの用量で

神経機能に有害影響を及ぼさないと判断した。（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021） 

 

Sofranko ら（2021）の研究では、雌雄の C57BL/6J マウスに二酸化チタンを 10 mg/g 含有

する飼料を 28 日間不断給餌し、ナノマテリアルが 14 日間の回復期間後の行動及び神経病

理に及ぼす影響を調べた。行動評価は、十字迷路試験、オープンフィールドテスト、ひも懸

垂試験（string suspension test）、ロータロッド試験で行った。組織学的変化は免疫組織化学に

よって分析し、酸化ストレス、炎症、血液脳関門の破壊のマーカーは脳組織のホモジネート

を用いて調べた。マウス脳内のチロシンおよびセリン・スレオニンプロテインキナーゼ活性

の変化も調べた。生化学的及び免疫組織化学的分析では神経炎症に関する病理学的変化は

観察されず、不安や認知に関する行動学的変化もみられなかった。（参照 124：Sofranko, 2021） 

 

（７） アレルギー毒性 

1) まとめ 

単純なマトリックスによく分散された二酸化チタン粒子は、炎症や免疫学的かく乱を生

じ、腸内細菌叢と代謝を変化させる可能性があることを示す報告がある。しかし、特に食品

用酸化チタンを用いた研究では、二酸化チタンが安定した分散状態で飲水投与された場合

には炎症と免疫調節障害に対するいくつかの効果が観察されたが、混餌投与された場合に

はこれらの知見は再現されなかった。これに基づき、Health Canada は、食品グレードの二

酸化チタンが炎症や免疫毒性を引き起こす可能性があるという懸念は、経口投与パラダイ

ムに大きく依存すると考えられると結論付けている。食品用二酸化チタンを単純なマトリ

ックスに安定的に分散させて投与した研究結果が食品添加物としての二酸化チタンの有害

性特性評価に関連するかどうかを判断するには、GIT の局所毒性に対する食品マトリックス

 
8 被験物質として使用された市販の二酸化チタンと同一ブランドについての独立した分析結果による。 
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の潜在的な緩和効果に関するさらなる情報が必要であるとしている。 

また、Health Canada では、二酸化チタンは本質的に免疫原性ではないと考えられるが、in 

vitro ではアジュバント様特性によりアレルゲンタンパク質の免疫反応に関与する可能性が

あるとしている。Health Canada は、二酸化チタンが食物アレルギーに及ぼす潜在的影響を

よりよく理解するためには動物モデルを用いた追加研究が必要であるとしている。 

 

2) 個別の試験結果 

Health Canada (2022) が引用している Pinget ら（2019）の研究では、雄の C67Bl/6JAusb マ

ウス（5-6 匹/群）に E 171 を 0、2、10 または 50 mg/kg/日の用量で 4 週間、飲水投与した。

二酸化チタンは超音波処理を用いて飲料水中に分散させ（詳細は記載せず）、ケージごとに

測定した水摂取量から投与量を算出した。二酸化チタンは、試験した最高用量では腸内細菌

叢の構成にわずかな影響を及ぼし、10 mg/kg 群から細菌の代謝産物に変化が観察された。ま

た、10 mg/kg 群以上の用量では、腸管粘液層の重要な構成要素である Muc2 遺伝子の発現低

下と、抗菌防御に関連する遺伝子 Defb3 の発現上昇が観察され、二酸化チタン投与が腸管恒

常性の変化と関連していることが示唆された。グランザイム B、カテリン関連抗菌ペプチド

（CRAMP）、再生膵島由来タンパク質 3γ（REG3γ）、p-リゾチーム（PLYz）などの抗菌ペプ

チドの発現に変化はなかった。Muc2 及び Defb3 の発現量の変化は、結腸陰窩長の減少、大

腸マクロファージおよび CD8+ T 細胞の増加、ならびにインターロイキン（IL）-10、腫瘍壊

死因子（TNF）-α 及び IL-6 のサイトカインの mRNA 転写物の増加を伴い、E171 投与に対す

る適応免疫応答を示唆すると報告されたが、一貫した用量反応関係は明らかにされなかっ

た。（参照 125：Pinget, 2019） 

 

 EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Talamini ら（2019）の研究では、

マウスに食品用二酸化チタン（E171、アナターゼ型、D50 = 201.2 ± 8.5 nm）0 または 5 mg/kg/

日を分散処理せずに 3 日/週、3 週間飲水投与した（1 日平均投与量～2 mg/kg）。マウスは 21

日目（最終投与から 3 日後）に安楽死させた。IL-1b の mRNA 転写物の有意な増加が胃（～

75%）及び全腸組織（～75%）でみられ、肝臓では IL-10 mRNA 転写物の有意な減少がみら

れた（～40％）。 

 EFSA パネルは、これらの変化は酸化ストレスに対する適応反応を示すものであると結論

付けている。（参照 51：Talamini, 2019） 

 

 Health Canada (2022) が引用している Bettini ら（2017）の研究では、急性免疫毒性を調べ

るために、雄の Wistar ラット（10 匹）に E 171 10 mg/kg/日を 7 日間経口投与した。投与し

た E 171 は市販品であり、20～340 nm の粒度分布（TEM-EDX による D50 118±53 nm）を有

し、主にアナターゼから構成されていた。数に基づく割合では、粒子の 44.7%が直径<100 nm

であった。経口投与の結果、制御性 T 細胞（Treg）及びヘルパーT 細胞（Th）の減少がみら
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れた。7 日後に消化管（GIT）常在性の CD103+樹状細胞（DC）の頻度の増加が観察された

が、これは一過性の影響であった。Bettini らは GIT 常在性 DC の増加は二酸化チタン投与

により誘発された局所炎症に対する代償である可能性を示唆したが、Health Canada は、報

告された抗炎症性 Treg 及び炎症性 Th 細胞の減少との矛盾を指摘している。E171 投与は、

小腸及び大腸の粘膜における好中球浸潤のマーカーやサイトカインレベルに変化をもたら

さなかった。 

 E171 に暴露したラットの培養細胞では、IFN-γ の分泌がパイエル板から分離した細胞で

は減少し、脾臓の細胞で増加した。脾臓細胞では炎症性サイトカイン IL-17 の増加も報告さ

れ、免疫調節に対する全身性の影響が示唆されると解釈された。しかし、これらのパラメー

タの変動は大きさが小さく、ANSES パネルは、免疫恒常性の障害を肯定するには不十分で

あると結論付けている。（参照 61：Bettini, 2017） 

 

Health Canada (2022) が引用している Blevins ら（2019）の研究では、雄 Wistar Han IGS 

(Crl:WI (Han))ラット（15 匹/群）に公称濃度 0、40、400 または 5000 ppm の E171 を 7 日ま

たは 100 日間混餌投与した。二酸化チタン投与量は、7 日間の試験では 1.81、4.76、31.43 ま

たは 373.86 mg/kg/日、100 日間の試験では 1.1-1.5、3.0-4.1、19.0-25.7 または 236-300 mg/kg/

日に相当した。Bettini ら（2017）の結果とは対照的に、E 171 混餌投与では、いずれの投与

期間後も、パイエル板、脾臓または末梢血単核細胞（PBMC）、あるいは全身または GIT 常

在性 CD103+樹状細胞集団における CD4+ Th 細胞または活性化 Th 細胞（CD4+、CD25+）は

有意に変化せず、局所炎症が増加しないことが示唆された。同様に、急性及び亜慢性 E 171

混餌投与においても、これらの組織における Treg 細胞集団に影響を与えず、血漿、GIT 組

織、末梢血、脾臓、パイエル板から分離したリンパ球における炎症性サイトカインレベルの

有意な変化はみられなかった。Blevins らは、Bettini ら（2017）の知見を再現できなかった

のは、投与方法に起因する可能性が高く、混餌投与は食品添加物としての E 171 へのヒトの

曝露経路に近いと考えている。（参照 92：Blevins, 2019；参照 61：Bettini, 2017） 

 

EFSA (2021) 及び Health Canada (2022) が引用している Han ら（2020）の研究では、OECD 

TG408 に準拠し、超音波で蒸留水に分散させた E 171（アナターゼ型、直径約 150 nm）を雌

雄 SD ラット（10 匹/群）に 0、10、100 または 1000 mg/kg/日の用量で強制経口投与した。

死亡率や体重、臨床化学、尿検査、臓器重量、肉眼的または病理組織学的なエンドポイント

への影響は観察されなかった。遺伝子プロファイル解析により、免疫反応に関連するマイク

ロ RNA の変化が E171 の曝露と関連していることが示された。高用量群及び低用量群の雄

では相対リンパ球数の有意な減少（～8%）が観察され、最高用量群では雌の顆粒球マクロ

ファージコロニー刺激因子（GM-CSF）及び雌雄の血漿 IgM の変化が観察されたが、用量依

存性がないことやこれらのパラメータの自然変動を考えると、これらの変化を有害とみな

せるかどうかは不明確である。 
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EFSA パネルは、本試験の最高用量を NOAEL と見なしている。その一方で、Health Canada

は E 171 粒子の分散に超音波を使用していることから、業界に対し、これが食品製造におけ

る E 171 の使用を反映していないことを確認した。また、食品マトリックスの影響を考慮し

ない投与方法であることから、本研究は食品添加物としての二酸化チタンの有害性評価と

の関連性が不明であると判断している。（参照 72：Han, 2020a） 

 

Health Canada (2022) が引用している Urrutia-Ortega ら（2016）の研究では、大腸組織にお

ける免疫のバイオマーカー（IL- 2、TNF-α、IFN-γ、IL-10、GM-CSF）に対する食品用二酸化

チタンの影響を評価している。雄の BALB/c マウスを、(i) 無処置対照群、(ii) E171 のみ投

与群、(iii) 発がん物質誘発大腸炎関連がん（CAC）モデル、(iv) CAC + E171 群の 4 群（6 匹

/群）に分け、E 171 を投与した。CAC モデルでは、アゾキシメタン（AOM）/デキストラン

硫酸ナトリウム塩（DSS）を用いて化学的に大腸がんを誘導した。E 171 群には二酸化チタ

ン 5 mg/kg/日（超音波処理により水に分散）を 5 日/週、10 週間経口投与した。E 171 のみ投

与した群と非投与の対照群との間では、これらのマーカーのいずれについても変化はみと

められなかった。しかし、CAC 群では、E 171 投与群で全てのサイトカインレベルが対照群

に比べて低い傾向を示した。（参照 126：Urrutia-Ortega, 2016） 

 

 Health Canada (2022) が引用している Phue ら（2022）の研究では、乳タンパク質と二酸化

チタン粒子の相互作用による乳タンパク質の抗原性やアレルギー誘発性の変化について調

べている。中国の CNMI industrial corporation から購入した食品グレードの二酸化チタン

（TEM による一次粒子径〜120 nm、結晶形の記載なし）及び英国の Minerals-Water から得

た E 171（TEM による一次粒子 50～300 nm、結晶形の記載なし）を 10 mg/mL で脱イオン水

に分散させ、スキムミルクまたは対照として 20 mM PBS（pH 6.5）中で 1 時間インキュベー

トした。間接-ELISA アッセイを用いて、食餌性粒子存在下での乳タンパク質の抗原性を同

定した結果、乳タンパク質である β-ラクトグロブリンとカゼインの抗原性は、E 171 存在下

では非干渉タンパク質と比較して増加するが、120 nm 粒子では減少することが報告された。

アレルゲン性の代替としてヒト肥満細胞脱顆粒アッセイ（LAD2）を用いたところ、いずれ

の二酸化チタン粒子も、ミルクとの相互作用によって LAD2 の脱顆粒が統計的に有意に増

加した。粒子を含有するミルクを 3-コンパートメントの体外模擬消化器系を通過させてか

ら肥満細胞脱顆粒アッセイに適用した場合も、同様の結果が得られた。Phue らは、二酸化

チタン粒子が媒介するタンパク質構造の変化が乳タンパク質のアレルゲン性を高める可能

性があると結論づけている。 

二酸化チタンは本質的に免疫原性ではないようだが、in vitro ではアジュバント様特性に

よりアレルゲンタンパク質の免疫反応に関与する可能性が示された。Health Canada は、ナ

ノ粒子のアレルギー性に関する in vitro 研究の結果を in vivo の毒性学的反応に外挿すること

は複雑であるとし、これらの知見が食物アレルギーに及ぼす潜在的影響をよりよく理解す



69 
 

るためには動物モデルを用いた追加研究が必要であるとした Phue らの結論に同意している。

（参照 127：Phue, 2022） 

 

（８） 遺伝毒性試験 

①遺伝子突然変異 

a) in vitro 遺伝子突然変異試験 

 EFSA (2021) では哺乳類培養細胞を用いた遺伝子突然変異誘発試験のうち、関連性が高い

または限定的な関連性があると考えられた 7 件を対象に評価を行っている。このうちチャ

イニーズハムスターV79 肺線維芽細胞を用いた 2 件の HPRT 試験 (参照 128：Chen, 2014；

参照 129：Jain, 2017) および gpt delta トランスジェニックマウスの初代胚線維芽細胞を用い

た Spi-遺伝子突然変異試験 (参照 130：Xu, 2009) で陽性の結果、V79-4 細胞 (V79 由来の細

胞株) (参照 131：Kazimirova, 2020) とチャイニーズハムスター卵巣細胞 CHO-K1 (参照 132：

Wang, 2011) の 2 件の HPRT アッセイでは陰性の結果が報告されている。マウスリンフォー

マ試験については、1 件であいまいな結果 (参照 133：Demir, 2017)、別の試験 (参照 134：

NANOGENOTOX project, 2013) では陰性の結果が報告されている。なお、細菌を用いた復帰

突然変異試験については、細菌細胞壁を通過する粒子の浸透に限界があり、細菌内への取り

込みがないため、関連性が低いとしている (参照 135：EFSA Scientific Committee, 2018a)。 

 Health Canada (2022) では、TDMA が委託した E171 を用いた未発表の細菌復帰突然変異

試験 (OECD TG471 準拠)、チャイニーズハムスター卵巣 (CHO) 細胞用いた遺伝子突然変

異試験 (OECD TG476 準拠) をレビューしたが、細菌細胞によるナノマテリアルおよび不溶

性粒子の取り込みは制限されており、TiO2-NP は抗菌/静菌特性を有することが知られてい

るため、細菌復帰突然変異試験はナノマテリアルの潜在的変異原性の評価には適していな

い可能性があること、遺伝子突然変異試験では陰性結果が得られたが、E171 の CHO 細胞へ

の取り込みが確認できなかったことから、レビューにおいてこれらの結果を考慮していな

い。（参照 23：Health Canada, 2022b） 

 

b) in vivo 遺伝子突然変異試験 

 EFSA (2021) において in vivo 遺伝子突然変異誘発性を検討した研究のうち関連性が高い

または限定的な関連性があると判断された 6 件の研究は、TiO2 NP (<30nm) を用いて実施さ

れたものである。マウスに静脈内投与した 3 件の in vivo 遺伝子突然変異試験があり、雄 Delta

トランスジェニック C57BL/6J マウスに TiO2 NP (<30nm) を 50 mg/kg までの用量で週 1 回 4

週間投与し、赤血球および肝臓の gpt および Spi-突然変異を解析した試験 (参照 136：Suzuki, 

2016)、同実験室で実施された別の試験で、最後の注射から 90 日後の肝臓における gpt およ

び Spi-遺伝子を調べた研究 (参照 137：Suzuki, 2020)、C57BL/6 トランスジェニックマウス

に静脈内投与し、肝臓および脾臓における LacZ 突然変異を調べた研究 (参照 138：Louro, 

2014) は、いずれも陰性であった。末梢血網状赤血球および総赤血球を用いた 2 件の試験 
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(雄 B6C3F1 マウスに腹腔内投与 (参照 139：Sadiq, 2012)、雄 Sprague-Dawley ラットに気管

内投与 (参照 140：Relier, 2017) で Pig-a 遺伝子変異を調べた結果、いずれの試験でも変異原

性は報告されていない。 

  一方、妊娠 C57BL/6Jpun /pun マウスに飲料水に懸濁した TiO2 (P25) を 10 日間投与し、胎

児の eyespot-assay を行った結果、大きな DNA 欠失がみられたと報告がある (参照 141：

Trouiller, 2009)。 

 EFSA (2021) では、入手可能な実験データからは、in vivo での TiO2 NP (<30nm) の遺伝子

突然変異誘発性の可能性について確証できないと結論している。 

 Health Canada (2022) では、Health Canada の評価で確認した 5 件の in vivo 変異原性試験は

いずれも平均粒子径 12.1～22nm の TiO2-NP を用いており (参照 138：Louro, 2014；参照 138：

Sadiq, 2012；参照 136：Suzuki, 2016；参照 137：Suzuki, 2020；参照 141：Trouiller, 2009)、い

ずれも陰性であったが、これらの被験物質は食品グレードの TiO2 の物理化学的性質と著し

い差があるため、変異原性を検討するのに適した情報ではないとしている。食品グレードの

TiO2 が in vivo で遺伝子突然変異を誘発する可能性に関して結論を出すことはできず、食品

グレードの TiO2が in vivo で変異原性を示すかどうかを確認するためには、さらなる研究が

推奨されるとしている。 

 

②小核／染色体異常試験 

a) in vitro 小核／染色体異常試験 

 EFSA (2021) では、in vitro 小核／染色体異常試験のうち関連性が高いまたは限定的な関

連性があると判断された 43 件を対象に評価を行っている。 

 ヒト初代培養リンパ球を用いて実施された 7 件の研究のうち 3 件で陽性結果が示された。

関連性が高いと判断された研究では、健常被験者および結腸癌患者の末梢血リンパ球で濃

度依存的な小核出現頻度の増加が観察された (参照 142：Kurzawa-Zegota, 2017)。限定的な

関連性があると判断された 2 件でも陽性結果が報告されている (参照 143：Turkez & 

Geyikoglu, 2007；参照 144：Kang, 2008)。4 件の研究では、陰性またはあいまいな結果が報

告されている (参照 134：NANOGENOTOX project, 2013；参照 145：Tavares, 2014；参照 146：

Andreoli, 2018；参照 147：Osman, 2018)。 

 腸細胞を用いた試験のうち関連性が高いと判断された研究では、種々の濃度の TiO2 NP に

曝露した Caco-2 細胞を用いた小核試験で陰性の結果が示され (参照 148：Zijno, 2015)、同じ

細胞株を用いた NANOGENOTOX Project, 2013 (参照 133：NANOGENOTOX project, 2013) の

結果と一致した。ヒト結腸腺癌由来細胞株 (HCT116) を用いた 1 件の研究で小核出現頻度

の濃度依存的な増加が示された (参照 149：Proquin, 2017)。 

 肺細胞を用いて実施された試験では、ヒト肺上皮細胞 (BEAS-2B) を用いた 5 件の研究の

うち 4 件で、小核試験陰性であった (参照 134：NANOGENOTOX project, 2013；Vales et al., 

2015; 参照 150：Vales, 2015；参照 151：Di Bucchianico, 2017；参照 152：Zijno, 2020)。Falck
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ら (2009) では、陰性 (ルチル、5,000 nm) およびあいまいな結果 (アナターゼ、<25nm) が

報告されている (参照 153：Falck, 2009)。陽性結果は、ナノ粒子凝集を最小限に抑えた処理

培地を用いた試験でのみ報告された(参照 154：Prasad, 2013)。ヒト肺癌細胞株 (A549) を用

いた試験では、一貫性のない結果が報告されている。5 件の研究のうち 2 件で陽性 (参照

155：Srivastava, 2013；参照 156：Stoccoro, 2017)、3 件で陰性 (参照 134：NANOGENOTOX 

project, 2013；参照 157：Brandao, 2020；参照 158：Jugan, 2012) が報告されている。 

ヒト表皮細胞株 (A431, NHEK) を用いた 2 件の試験では陽性であった (参照 134：

NANOGENOTOX project, 2013；参照 159：Shukla, 2011)。 

小核試験では、チャイニーズハムスター肺細胞株 (CHL/IU 細胞) を用いた試験で陰性と

報告されている (参照 160：Nakagawa, 1997)。 

 EFSA (2021) では、種々の試験で観察された結果の差は、結晶形、粒子サイズ、凝集の程

度、使用した処理媒体、適用した濃度および処理時間のような特定のパラメータに起因する

ものではなかったとしている。利用可能な結果の約 60%が 30 nm 未満の TiO2 NP で得られ

たことに言及し、大部分の in vitro 小核／染色体異常試験は、試験粒子の大きさに関係なく

陰性結果を示したとしている。 

 Health Canada (2022) では、EFSA (2021) に収載されたデータの他に、ヒト結腸腺癌由来

細胞株 (HT29-MTX-E12細胞) をE171 (超音波処理により分散) に48時間曝露した研究で、

小核または低二倍体の証拠は認められなかったとの報告がある (参照 161：Franz, 2020)。当

該 E171 懸濁液は、食品マトリックス中の E171 の粒子サイズ分布により近い、より大きな

凝集体を生成するために意図的に調製されたが、これらの凝集体の存在により小核の検出

を妨害し、結果の解釈は困難であるとしている。この他、ヒト末梢血リンパ球を用いた小核

試験 (OECD TG487) の結果、E171-E は代謝活性化の有無にかかわらず小核誘発を増加させ

なかったとの報告がある (参照 162：BioReliance, 2021c)。E171-E が HPBLs に取り込まれた

かどうかを確認するために、電子顕微鏡イメージング分析のために細胞試料を採取したが、

分析の結果はレビューの時点では入手できなかったため、遺伝毒性の欠如が E171-E の細胞

内移行の欠如または真の陰性結果と関連しているかどうかは不明であったとしている。 

 

b) in vivo 小核／染色体異常試験 

 EFSA (2021) では、TiO2の小核および構造的染色体異常誘発について検討した in vivo 試

験のうち、信頼性および結果の関連性に関するスクリーニングの結果、関連性が高い 1 件及

び限定的な関連性がある 14 件の計 15 件を評価対象とした。 

 経口経路による 5 件はいずれも TiO2 NP の反復強制経口投与 (14～90 日間) により実施

され、このうち 4 件において、マウスの小核 (参照 163：Shukla, 2014；参照 82：Grissa, 2015；

参照 164：Chakrabarti, 2019)、染色体異常 (参照 165：Manivannan, 2020) の誘発に対して陽

性と評価された。1件では、H2AX病巣の同時分析により骨髄曝露の証拠が得られたものの、

骨髄小核誘発性は陰性であった (参照 166：Chen, 2014)。 
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 腹腔内投与を用いた 7 件の試験では、TiO2 NP を単回投与 (参照 167：Lotfi, 2016) または

反復投与 (参照 168：El-Ghor, 2014；参照 169：Fadoju, 2019) 後、マウス骨髄における小核

発生率の増加が観察された。TiO2 NP を 3 日間腹腔内投与したマウス末梢血小核試験 (参照

139：Sadiq, 2012) および TiO2 (>100nm) を単回腹腔内投与したマウスの骨髄細胞染色体異

常試験 (参照 170：Shelby & Witt, 1995) で陰性の結果が報告されている。2 件の試験 (参照

171：Shelby, 1993；参照 172：Zirak, 2016) であいまいな結果が報告されている。 

 3 件の静脈内投与試験のうち、十分な信頼性があった 1 件の試験は陽性であった。この試

験では、ラットに TiO2 NP を単回投与した結果、骨髄多染性赤血球で小核発生率の増加が観

察された (網状赤血球では認められなかった) (参照 173：Dobrzynska, 2014)。マウスを用い

た他の 2 件の試験では、1 日 2 回 (参照 138：Louro, 2014) または週 4 回 (参照 136：Suzuki, 

2016) の注射を行ったが、末梢血網状赤血球中の小核の有意な増加は報告されなかった。 

 EFSA (2021) では、in vivo 小核／染色体異常試験の結果は曝露経路に関係なく主に陽性で

あるとした。比較可能な用量範囲、動物種、エンドポイントを用いた一部の試験で矛盾した

結果が報告されているが、これらについて被験物質の大きさや他の特異性の情報をたどれ

ず、むしろ、ほとんどの研究で十分報告されていない TiO2 NP の取扱いおよび分散プロトコ

ルの違いが重要な変動要因であった可能性があるとしている。全体として、入手可能な一連

の証拠に基づき、EFSA パネルは、TiO2 NP は小核／染色体異常を誘発する可能性があると

判断した。試験の大部分が 30 nm 未満の TiO2 NP を用いて実施されているが、TiO2 粒子が

30 nm を超える場合も一部で陽性結果が観察され、小核／染色体異常試験では、粒子径と陽

性反応との明確な依存性は観察されなかったとしている。 

 Health Canada (2022) では、EFSA (2021) に収載された試験の他に、3 種類の色素グレード

の TiO2 を用いたラット単回経口投与による in vivo 小核試験の結果陰性 (参照 174：Donner, 

2016)、化粧品グレードの TiO2 粒子を用いたマウス反復経口投与による in vivo 小核試験の

結果陰性 (参照 175：Sycheva, 2011) の情報が記載されているが、これらの被験物質と食品

グレードの TiO2 と合理的に比較することはできず、食品添加物としての TiO2 の評価におけ

る妥当性は疑わしいとしている。全体として、Health Canada で確認された 4 件の試験のう

ち、食品グレードの TiO2が in vivo での小核または染色体異常誘発能を評価するのに関連性

があると考えられたのは 2 件のみ (参照 171：Shelby, 1993；参照 170：Shelby & Witt, 1995) 

であり、これらの試験では、食品中の TiO2  (Unitane® 0～220) に匹敵する被験物質を腹腔

内投与した結果、いずれも陰性であったとしている。腹腔内注射による TiO2 粒子への曝露

の生理学的関連性については疑問があるが、いずれの試験でも、食品グレードの TiO2 の in 

vivo 小核／染色体異常誘発能は示されなかった。これらの知見を確認するために、追加の研

究、特に食品グレードの TiO2 を経口投与し、食事 (例えば、結腸上皮) を介した TiO2 粒子

への暴露を評価するための適切な標的組織を調べるガイドラインに準拠した研究が推奨さ

れるとしている。 
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③コメットアッセイ 

a) in vitro コメットアッセイ 

 コメットアッセイを用いた in vitro 試験のうち 106 件の研究が、関連性が高いか限定的な

関連性があると判断され評価対象となった。試験した TiO2粒子サイズの範囲は 2.3 nm から

5 µm であった。 

 評価対象試験の大部分は結腸上皮 (Caco-2、HT-29、または両者の共培養)、血液または肺

組織由来のヒト細胞株を用いて行われた。その他のヒト細胞は、肝臓、リンパ系、内皮、表

皮、腎臓、またはマクロファージ細胞系由来であった。ラット、マウス、ハムスターのげっ

歯類細胞も用いられた。 

 大部分の研究 (参照 134：NANOGENOTOX project, 2013；参照 148：Zijno, 2015；参照 149：

Proquin, 2017；参照 176：Schneider, 2017；参照 177：Garcia-Rodriguez, 2018；参照 178：Brown, 

2019；参照 179：Murugadoss, 2020) は、結腸癌細胞 (Caco-2, HT-29 単独または共培養) で陽

性であり、DNA 損傷、すなわち、鎖切断または鎖切断とホルムアミドピリミジン DNA グリ

コシラーゼ (Fpg) 感受性部位 (Fpg は酸化プリンを検出) の増加を示した。一部の試験で陰

性 (参照 180：Dorier, 2019) またはあいまいな結果 (参照 181：Vila, 2018) であった。 

 ヒト末梢血単核細胞 (PBMC) を用いた 5 件の試験は全て陽性であり、そのほとんどは鎖

切断 (参照 182：Demir, 2013；参照 183：Cowie, 2015；参照 142：Kurzawa-Zegota, 2017；参

照 146：Andreoli, 2018；参照 184：Kazimirova, 2019) および Fpg 感受性部位および Endo III

感受性部位に対して陽性であった (参照 182：Demir, 2013)。これらのうち 1 件では、一部の

ドナーで陰性反応が示された (参照 184：Kazimirova, 2019)。 

 ヒトリンパ芽球様 TK6 細胞を用いて実施された 2 件の研究 (参照 183：Cowie, 2015；参

照 185：El Yamani, 2017) では、TiO2 粒子への曝露後に DNA 損傷を示し、2 件の研究 (参照

186：Magdolenova, 2012；参照 187：Woodruff, 2012) では陰性であった。 

 肺モデル (細胞株 A549、BEAS-2B、16HBE14o、HB) を用いた 14 件の研究 (9 件は関連

性が高く、5 件は限られた関連性あり) の大部分では鎖切断について陽性の結果 (参照 153：

Falck, 2009；参照 188：Karlsson, 2009；参照 158：Jugan, 2012；参照 134：NANOGENOTOX 

project, 2013；参照 154：Prasad, 2013；参照 183：Cowie, 2015；参照 189：Wang, 2015；参照

190：Biola-Clier, 2017；参照 185：El Yamani, 2017；参照 156：Stoccoro, 2017；参照 179：

Murugadoss, 2020；参照 152：Zijno, 2020) および酸化 DNA 損傷 (参照 151：Di Bucchianico, 

2017；参照 185：El Yamani, 2017；参照 156：Stoccoro, 2017；参照 152：Zijno, 2020) が示さ

れた。鎖切断が陰性であった試験は 2 件のみであった (参照 150：Vales, 2015；参照 151：Di 

Bucchianico, 2017)。 

  HepG2、THP-1、BeWo b30 胎盤、HEK293、脳内皮細胞、HeLa、HUVEC、THP-1、TH-1、

GM07492、MCF-7、L-02 ヒト胎児肝細胞、NHEK 正常角化細胞、HeLa 由来の HEp-2、A431

角化細胞、EUE ヒト胚性上皮細胞などの様々なヒト細胞型を用いて、多くの他のコメット

アッセイが実施された。これらの研究の大部分は陽性結果を示したが (参照 191：Osman, 
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2010；参照 159：Shukla, 2011；参照 192：Shukla, 2013；参照 182：Demir, 2013；参照 134：

NANOGENOTOX project, 2013；参照 183：Cowie, 2015；参照 193：Shi, 2015；参照 194：Ferraro, 

2016；参照 178：Brown, 2019；参照 195：Liao, 2019；参照 179：Murugadoss, 2020；参照 196：

Kumar, 2020)、一部は陰性結果を示した (参照 187：Woodruff, 2012；参照 197：Franchi, 2015；

参照 198Sramkova, 2019；参照 199：Elje, 2020) か、あいまいであった(参照 186：Magdolenova, 

2012；参照 200：Brzicova, 2019)。 

  サル、ラット、マウスまたはハムスター由来の細胞を用いて実施した in vitro コメットア

ッセイの結果も類似の反応パターンを示し、大部分は陽性であった (参照 160：Nakagawa, 

1997；参照 201：Barillet, 2010；参照 202：Guichard, 2012；参照 183：Cowie, 2015；参照 203：

Stoccoro, 2016；参照 129：Jain, 2017；参照 178：Brown, 2019；参照 164：Chakrabarti, 2019)。

Nakagawa ら (1997) がマウスリンパ腫 L5178Y 細胞で試験した 4 種類の TiO2 のうち 3 種類 

(アナターゼ 21 nm、ルチル 255 nm、ルチル 420 nm) は陰性で、1 種類 (アナターゼ 25 5nm) 

は陽性であった (参照 159：Nakagawa)。Brown ら (2019) の研究では、E 171 は検討したす

べての細胞株で鎖切断陽性であり、そのうちの 1 つ (HepG2) でのみ酸化 DNA 損傷陽性で

あった(参照 178：Brown, 2019)。 

 EFSA (2021) では、利用可能な結果の約 57%が 30 nm 未満の TiO2 NP の結果であると指摘

した。コメットアッセイにおける粒子サイズの陽性結果への影響の明確な依存性はみられ

ず、大部分の in vitro コメットアッセイでは、試験粒子の大きさに関わらず陽性結果が得ら

れた (TiO2粒子が 30nm を超える場合は 87%、TiO2 NP が 30nm 未満の場合は 78%陽性)。In 

vitro コメットアッセイにより E 171 処理の影響を検討した試験のうち関連性の高い、また

は限定された関連性がある 5 件の研究では、4 件が鎖切断に対して陽性、1 件が陰性であっ

た。 

 Health Canada (2022) では、EFSA (2021) に記載された試験の他、腸細胞株 (粘液分泌

HT29-MTX-E12 細胞) に E171 を 0.5、5、50 μg/mL の非細胞毒性濃度で 48 時間曝露した結

果、DNA 鎖切断の証拠は観察されなかったとの記載がある (参照 161：Franz, 2020)。当該研

究の E171 懸濁液は、食品マトリックス中の E171 の粒子サイズ分布に類似する大きな凝集

体を選択するために意図的に調製した (10 分間超音波処理した) が、曝露媒体中の粒子の凝

集状態は確認されず、粒子の細胞内取り込みも評価されていないとしている。Health Canada

では、Caco-2 細胞の分化と遺伝毒性の関連について考察しているが、分化 Caco-2 細胞およ

び未分化 Caco-2 細胞における E171 の潜在的な遺伝毒性作用に関して明確なパターンは観

察されなかったとしている。 

 

b) in vivo コメットアッセイ 

ANS Panel (参照 15：EFSA ANS Panel, 2016) で以前に検討された 10 件に加え、2015 年か

ら 2020 年までに発表された 34 件の研究が今回の評価で評価された。44 件中 18 件の試験

は、関連性が高いか限定的な関連性がある試験であった。 
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 強制経口投与試験で評価対象とされた 9 件のうち 6 件 (参照 175：参照 163：Shukla, 2014；

参照 82：Grissa, 2015；参照 193：Shi, 2015；参照 165：Manivannan, 2020；参照 179：Murugadoss, 

2020) で陽性、3 件 (参照 61：Bettini, 2017；参照 204：Martins, 2017；参照 205：Jensen, 2019) 

で陰性であった (このうち参照 61：Bettini, 2017；参照 205：Jensen, 2019 の 2 件は E171 で

試験実施)。 

これらの試験結果が異なった要因を解析するため、EFSA パネルでは TiO2 NP の物理化学

的特性 (結晶形、構成粒子の大きさ、形状および凝集状態)、曝露期間、用量及び標的組織を

考慮した。TiO2 NP の結晶形態、サイズおよび凝集状態はすべて、遺伝毒性ポテンシャルに

関与すると仮定されている。結晶形が示されている大部分のコメットアッセイはアナター

ゼ形で 90%以上の TiO2 を含んでいた。純粋なルチルを用いた研究は 1 件のみであった (参

照 164：Manivannan, 2020)。TiO2粒子の特異的な物理化学的性質と試験結果との間に明らか

な相関関係は同定できなかった。数日間 (3～7 日間) から数週間 (4～10 週間) までの範囲

の曝露時間も、投与された TiO2 粒子の用量も、陽性と陰性結果を区別するものではなかっ

た。さらに、当委員会は、投与量と投与時間を統合して累積投与量を算出したが、この因子

だけでは、試験結果の主要な決定因子ではないようであった。 

  コメットアッセイはいくつかの標的組織で実施された。肺 (参照 205：Jensen, 2019)、空腸

および回腸パイエル板の免疫細胞 (参照 61：Bettini, 2017) および脳 (参照 175：Sycheva, 

2011) で陰性結果が報告されている。白血球 (参照 82：Grissa, 2015；参照 204：Martins, 2017；

参照 179：Murugadoss, 2020) および肝臓 (参照 175：Sycheva, 2011；参照 163：Shukla, 2014；

参照 193：Shi, 2015；参照 204：Martins, 2017；参照 205：Jensen, 2019) では矛盾する結果が

報告された。骨髄 (参照 175：Sycheva, 2011；参照 166：Manivannan, 2020)、胸腺および輸入

リンパ節 (参照 166：Manivannan, 2020) ならびに腎臓 (参照 193：Shi, 2015) および脾臓 (参

照 165：Manivannan, 2020) で陽性結果が観察された。委員会は、陽性結果の大部分は細網内

皮系の臓器から得られたものであると指摘した。 

静脈内投与について、TiO2 NP (アナターゼまたはアナターゼ/ルチルがアナターゼ>80%、

サイズが 30 nm 未満) に関する 4 件の研究から追加情報が得られた。TiO2 NP (P25) で処理

した肝臓では陰性結果が報告されたが (参照 136：Suzuki, 2016)、TiO2 NP (アナターゼ、10

～20nm) で処理した脳では陽性結果が報告された (参照 206：Meena, 2015b)。同じ被験物質 

(NM-105、アナターゼとルチルの混合物)、実験条件、および採取時間を用いて、末梢血白血

球で陽性結果が得られたが (参照 184：Kazimirova, 2019)、骨髄白血球では陰性であった (参

照 173：Dobrzynska, 2014)。 

  TiO2 NP の腹腔内投与は、肝臓、肺、脳、骨髄に広範囲の用量および比較的短時間の暴露

(50～2,000mg/kg、3～5 日間) で SSB を誘発した (参照 168：El-Ghor, 2014；参照 207：Li, 

2017b)。 

  気管内投与による 2 件の試験結果は陰性であり、気管支肺胞洗浄 (BAL) (参照 208：Wallin, 

2017) および肺 (参照 209：Naya, 2012) (1～5mg/kg の範囲で単回および反復曝露)で DNA 損
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傷は観察されなかった。対照的に、Wallin ら (2017) および Relier ら (2017) は、肝臓およ

び肺で陽性結果を報告した (参照 208：Wallin, 2017；参照 140：Relier, 2017)。気管内注入後

の肝臓における DNA 損傷の誘発は、おそらく肺で観察された炎症反応によって誘発される

全身作用を示している。 

 EFSA (2021) は、in vitro および in vivo コメットアッセイの結果に基づき、TiO2粒子が DNA

損傷を誘発する可能性があると結論した。EFSA パネルは、試験の大部分が 30 nm 未満の

TiO2 NP を用いて実施されたが、TiO2 粒子が 30 nm を超える場合にもいくつかの陽性結果が

観察され、コメットアッセイでは、粒子径の陽性結果への明確な依存性は観察されなかった

とした。 

 Health Canada (2022) では、全体として、食品グレードの TiO2が in vivo で DNA 損傷を誘

発する可能性を評価するのに適切と考えられる入手可能な証拠は非ガイドラインコメット

アッセイ (参照 61：Bettini, 2017) に限られるとし、当該試験にはいくつかの限界 (単回投与

試験、陽性対照の欠如) があるが、食品グレードの TiO2 への食事を介した暴露の標的組織 

(パイエル板細胞) を評価し、この組織への暴露が確認さていることから、当該試験の結果

は妥当であると考えられるとした。当該試験は、食品グレードの TiO2への経口曝露が in vivo

で DNA 損傷を誘発することを示すものではないが、コメットアッセイは、修復されるかも

しれない、または突然変異もしくは染色体損傷をもたらすかもしれない DNA 損傷のインジ

ケーター試験に過ぎないことに留意すべきであるとしている。Bettini ら(2017)で観察された

陰性結果を確認するために、食品グレードの TiO2 を用いた追加のガイドライン準拠試験の

実施が推奨されるとしている。 

 

④DNA 結合試験 

  TiO2 NP (アナターゼ、5 nm) の in vivo での DNA 結合能を調べた試験で、TiO2 NPs で処理 

(5, 10, 50, 100, 150 mg/kg/day、14 日間腹腔内投与) した ICR マウスの肝臓から調製したゲノ

ム DNA への結合能を UV-Vis 吸収分光法、円偏光二色性 (CD)、拡張 X 線吸収微細構造

(EXAFS) 分光法およびゲル電気泳動法により検討した。ICP-MS による測定で、肝臓 DNA

中の TiO2 NP 含量の用量依存的増加が示された。CD 分光法では、50～150 mg/kg/day の用量

範囲で DNA 構造の変化が生じることが示された。加えて、EXAFS 分光法では、ナノアナタ

ーゼ TiO2NP が DNA 中の塩基対のヌクレオチドおよび窒素原子の酸素またはリン原子と結

合し得ることが示された (参照 210：Li, 2010)。 

 Sprague-Dawley ラットに TiO2 粒子 ( a) ナノアナターゼ(d < 25 nm); b)ミクロルチル(d < 5 

µm); c) 5～10%ルチル、90～95%アナターゼ (d < 100 nm)の混合物) を鼻腔内投与 (300 µg/

ラット、45 日間) 後、TiO2 粒子と肝臓 DNA との相互作用を UV‐Vis 吸収分光法、原子間

力顕微鏡 (AFM)、TEM、マイクロシンクロトロン放射 X 線蛍光 (m-SRXRF) およびゲル電

気泳動により調べた。DNA 結合は、TiO2 NPs アナターゼ a)および TiO2 NPs ルチル/アナタ

ーゼ混合物 c)で観察されたが、ミクロルチル b)では観察されなかった。著者らによれば、
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TiO2 NP アナターゼは、DNA 塩基対間に自身を挿入したり、P-O-Ti-O 結合を介して DNA ヌ

クレオチドに共有結合することができるとしている (参照 211：Jin, 2013)。 

 UV-Vis 分光法により TiO2 NPs (< 100 nm) の in vitro DNA 結合能を評価した結果、ヒトゲ

ノム DNA と TiO2 NPs との強いスタッキング相互作用によると考えられる高色素効果が観

察された。また、TiO2 NP の濃度を増加させてインキュベートしたインターカレートされた

エチジウムブロマイドおよびヒトゲノム DNA の蛍光発光スペクトルから、これらの NP が

DNA 鎖もインターカレートすることが示された (参照 212：Patel, 2016；参照 213：Patel, 

2017)。著者らは、これらの結果はすべて DNA と TiO2 NP 間の静電的相互作用によるもの

であり、DNA のコンホメーション変化をもたらすことを示唆している。蛍光分光法により

TiO2 NP のヒトゲノム DNA との強い結合親和性 (DNA 結合定数：4.1×106 M-1) が示され

た。 

  TiO2 NP のヒトゲノム DNA との結合親和性を調べた研究で、仔牛胸腺 DNA と TiO2 NP 

(14 nm) 相互作用を UV-Vis 分光法および分子ドッキング分析により検討した結果、UV-Vis

分光法で観察した高色素挙動は二本鎖 DNA の巻き戻しを確認した。DNA 結合定数は 5.4×

103 M-1 であった。分子ドッキング分析により DNA の副溝における A‐T 塩基と TiO2 NP の

選択的結合が明らかとなった (参照 214：Ali, 2018)。 

 TiO2 NPs アナターゼ (< 10 nm) とドキソルビシン (DOX) の複合曝露および単一成分に

よる仔牛胸腺 DNA の構造変化を調べた研究で、UV-Vis および CD 分光法、熱変性および蛍

光発光スペクトルより、DNA と TiO2 NP の相互作用により DNA ヘリックスの二次構造の

変化をもたらすことが示された (参照 215：Hekmat, 2013)。 

 同様の方法で、同グループが TiO2 NPs アナターゼ (< 10 nm) とパクリタキセル (PTX) の

複合曝露による仔牛胸腺 DNA の構造変化を調べた結果、DNA 溶液に TiO2 NP を添加する

と、高色素性が観察され、DNA とTiO2 NP の間の複合体形成が示唆された (参照 216：Hekmat, 

2020)。 

 他の分析技術 (UV および Fourier 変換赤外分光法と組み合わせたキャピラリー電気泳動) 

により、TiO2 NP (21 nm) と DNA (サケ精子由来) の相互作用が確認された。糖-リン酸骨格

を介する TiO2 NP の静電相互作用が二本鎖および一本鎖 DNA の両方で実証され、一本鎖

DNA とはより強い相互作用を示した (参照 217：Alsudir & Lai, 2017)。 

 EFSAパネルは、TiO2 NPとDNAとの相互作用は、in vitro (色度亢進)またはin vivo (色度低

下) 曝露後にUV-VIS分光法で検討した場合に、スペクトル的に対照的な効果をもたらした

と指摘した。結論として、in vitroおよびin vivo研究の両方から、TiO2 NPとDNAとの相互作

用の証拠があるとしている。しかしながら、共有結合が関与するか非共有結合が関与する

かは確立できなかったとしている。 

 

⑤その他の試験 

a) DNA 損傷マーカー 
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TiO2粒子による DNA 二本鎖切断のマーカー (ɤH2AX フォーカス) の誘導を調べた 4 つの

in vitro 研究および 2 つの in vivo 研究の報告がある。 

 ヒト一次表皮角化細胞において ɤH2AXフォーカスを有する細胞の割合がわずかではある

が統計学的に有意に増加し、同時に細胞内 ROS も増加した (参照 218：Kathawala, 2015)。 

 A549 ヒト肺癌細胞における ɤH2AX フォーカスの誘導がマクロ粒子および (より顕著に)

ナノ粒子により濃度依存的に増加し、同時に二本鎖切断が誘発されることを、バイアス正弦

電場ゲル電気泳動 (BSFGE) によって検出された (参照 219：Toyooka, 2012)。 

  一方、Jugan ら (2012) の研究では、同じ細胞株において、ɤH2AX フォーカスの誘導に対

する同様の影響はみられなかった (参照 158：Jugan, 2012)。 

 NRK-52E ラット腎細胞に TiO2 粒子 (12、24 および 142 nm) を曝露した研究では、腎細胞

の核における ɤH2AX フォーカスの量の増加はみられなかった (参照 201：Barillet, 2010)。 

  In vivo 試験では、C57BL/6Jpun /pun マウスの骨髄において、ɤH2AX フォーカスを有する

細胞の用量依存性の増加が報告された (参照 141：Trouiller, 2009)。 

  別の試験でも、雄 Sprague-Dawley ラットの骨髄において、小核誘発がみられない状態で、

ɤH2AX フォーカスを有する細胞の用量依存性の増加が報告された (参照 166：Chen, 2014)。 

 DNA 損傷および酸化ストレスに応答する遺伝子の発現の分析を含む ToxTracker アッセイ

の結果、初代マウス胚性線維芽細胞のすべてのエンドポイントで陰性であった (参照 178：

Brown, 2019)。 

 EFSA (2021) では、これらの試験はいずれも関連性は限定的であるとしている。 

 

b) DNA 塩基の酸化 

TiO2 粒子による 8-oxodG (酸化誘発 DNA 損傷のマーカー) の誘導を調べた 5 つの in vitro

研究 (限定的関連性ありと判断されたもの) のうち、4 つは陽性であった。 

TiO2 NP およびナノおよびミクロサイズの TiO2 粒子 (アナターゼ、ルチルおよびアナタ

ーゼとルチルの混合物) で処理したヒト末梢血単核細胞 (PBMC、リンパ球と単球の混合集

団) において、DNA 中の 8-oxodG の有意な増加が報告された (参照 145：Andreoli, 2018)。 

また、ヒト結腸癌 Caco-2 細胞では、アナターゼ NP (20～60 nm) 処理後、対照と比較して

8-oxodG の基底レベルの有意な増加が報告された (参照 148：Zijno, 2015)。 

2 種のヒト細胞系 (BEAS-2B 正常気管支肺細胞と A549 肺胞癌肺細胞) を TiO2 NP (21±9 

nm) で処理した結果、8-oxodG レベルの増加がみられた (参照 190：Biola-Clier, 2017)。 

A549 肺胞がん肺細胞を用いた別の研究では、TiO2 NP (アナターゼ 12 nm、P25 およびル

チル 21 nm) に曝露された細胞において、酸化塩基は 8-oxodG のみ検出され、チミジングリ

コール類、5-(ヒドロキシメチル)-2'-デオキシウリジン、5-ホルミル 2'-デオキシウリジンまた

は 8-オキソ-7,8-ジヒドロ-2'-デオキシアデノシンのような他の傷害は、検出限界未満または

処理時に高頻度には産生されなかった。この試験では、TiO2 (アナターゼ、140 nm) による

酸化塩基の誘導は認められなかった (参照 158：Jugan, 2012)。 
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対照的に、Caco-2 結腸および HT-29 ヒト結腸がん細胞の共培養を E 171 および 2 種の TiO2 

NP (12±3nm および 24±6nm) で処理した研究では、HPLC-MS/MS 測定による 8-oxodG レ

ベルの有意な増加はみられなかった (参照 180：Dorier, 2019)。 

In vivo 試験として、TiO2 NP 処理マウスおよび未処理マウスの肝臓から単離した DNA 中

の 8-oxo dG のレベルを測定することにより、酸化誘発 DNA 損傷を検討した報告がある。

TiO2 NP (P25) を 100 mg/kg/day の用量で 5 日間飲水投与したところ、NP 投与マウスでは対

照群と比較して 8- oxo dG 濃度が 1.5 倍に増加した (参照 141：Trouiller, 2009)。 

別の in vivo 試験 (参照 220：Rehn, 2003) は、気管内注入後の分析に基づいているため、

評価には適切ではないと考えられた。 

 EFSA (2021) では、全体として、入手可能な in vitro 試験に基づくと、アナターゼおよび

ルチルのナノ粒子および微粒子は DNA の酸化を誘導し、8-oxo dG を生じる可能性があると

考えられるとしている。 

 

c) ROS 

種々の細胞株を用いた in vitro 試験において、TiO2 粒子による ROS の誘導が観察されて

いる (参照 144：Kang, 2008；参照 130：Xu, 2009；参照 159：Shukla, 2011；参照 192：Shukla, 

2013；参照 132：Wang, 2011；参照 221：Wang, 2019；参照 202：Guichard, 2012；参照 158：

Jugan, 2012；参照 222：Saquib, 2012；参照 218：Kathawala, 2015；参照 223：Khan, 2015；参

照 193：Shi, 2015；参照 224：Tomankova, 2015；参照 129：Jain, 2017；参照 180：Dorier, 2019；

参照 195：Liao, 2019；参照 225：Santonastaso, 2019)。これらの研究の一部で、ROS の生成は

抗酸化剤 (参照 144：Kang, 2008；参照 130：Xu, 2009)又は SOD (参照 132：Wang, 2011) の

添加によって阻害されることが示された。Guichard ら (2012)が実施した研究では、SHE 細

胞における ROS の誘導は、160 nm サイズの TiO2 アナターゼ粒子および 530 nm サイズのル

チル粒子よりも TiO2 NP (アナターゼおよびルチル<100nm) で高かった。 

対照的に、アナターゼ TiO2 NP (NM-102) への 1 週間の曝露後の BEAS-2B 正常気管支肺

細胞を用いた in vitro 試験 (参照 150：Vales, 2015) では、細胞内 ROS の誘導は観察されず、

ヒト結腸癌 Caco-2 細胞中の 0.143 または 1.43 μg/cm2 の濃度の E 171 では、ROS の有意な増

加は観察されなかった (参照 149：Proquin, 2017)。 

In vivo では、TiO2 NP (アナターゼ) を 50 mg/kg までの用量で週 1 回 4 週間静脈内投与し

たラットで、ROS、NO、MDA、IFN-c、TNF-a および NF-jB 活性の増加、SOD および GSH-

Px の減少、ならびにアポトーシスマーカー (p53、Bax、Bcl-2 および cyto c) 発現が認めら

れた (参照 206：Meena, 2015b)。 

TiO2 NPは、マウスの気管内注入後もROSレベルを上昇させた (参照226：Danielsen, 2020)。 

マウスに TiO2 NP (アナターゼ) を 100 mg/kg/day までの用量で 14 日間強制経口投与した

試験でも ROS レベルが上昇した (参照 163：Shukla, 2014)。 

TiO2 NP (アナターゼ) をマウスに 500、1,000、2,000 mg/kg/day の用量で 7 日間強制経口投
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与した試験で、1,000 および 2,000 mg/kg/day で用量依存的に肝臓および腎臓の ROS レベル

の増加が認められた一方、500 mg/kg/day 投与群では、これらの臓器の ROS レベルに変化は

認められなかった (参照 193：Shi, 2015)。 

Nrf2(-/-)マウス (抗酸化遺伝子の発現の調節因子である Nrf2 をノックアウトしたマウス)

に TiO2 NP を 1,000 mg/kg/day の用量で投与した結果、野生型マウスに同用量を投与した場

合と比較して、肝臓および腎臓における ROS レベルが高かった (参照 193：Shi, 2015)。 

 

d) エピジェネティックな DNA メチル化 

TiO2 NP (P25) を用いた数種の哺乳類細胞培養では、全体的な DNA メチル化の低下が観

察された一方、Pogribna ら (2020) が実施した試験では、一部の特異的遺伝子プロモーター

のメチル化が増加した。この研究では、DNA メチル化の調節に関与するいくつかの遺伝子

の発現レベルの変化も観察された (参照 227：Pogribna, 2020)。 

ヒト肺癌細胞株 A549 に TiO2 NP (P25) を 72 時間暴露後、統計的に有意な脱メチル化を誘

導したが、48 時間後には影響は観察されなかった (参照 156：Stoccoro, 2017)。 

ヒト肺癌細胞株 A549 およびヒト気管支上皮細胞株を TiO2 NP (60nm) で処理後、ゲノム

DNA メチル化レベルの有意な低下が認められた (参照 228：Ma, 2017)。 

TiO2 粒子(1 µm) 用いた in vitro 試験の結果、一部の特定の遺伝子座のメチル化の双方向

性の変化が観察された (参照 229：Emi, 2020)。 

特に遺伝子プロモーター領域におけるエピジェネティック修飾は、DNA 修復遺伝子の発

現の変化をもたらすことが示されている。Biola-Clier ら (2017) は TiO2 NP (21 nm) 曝露後

の全 DNA 及び DNA 修復遺伝子プロモーターのメチル化について検討した結果、ヌクレオ

チド除去修復、塩基除去修復、ミスマッチ修復、および二本鎖切断修復等の一部の DNA 修

復経路に関与する遺伝子の上流 DNA 調節因子 44 個中 31 個がダウンレギュレートされるこ

とを見出した (参照 190：Biola-Clier, 2017)。 

 EFSA (2021) では、これらの研究から、エピジェネティックなエンドポイントに取り組む

価値がある可能性があるとして、これらは遺伝毒性評価の裏付け情報と考えられるとした。 

 

e) 細胞形質転換 

TiO2 NPs (P25) 処理により形態学的に形質転換された Balb/c 3T3 細胞 (マウス胚線維芽細

胞)の頻度の統計学的に有意な増加がみられた (参照 203：Stoccoro, 2016)。 

同じ細胞株を用いたさらなる細胞形質転換試験では、ルチル (マイクロおよびナノサイ

ズ) では形質転換コロニー (病巣 III 型) の有意な誘導が観察されたが、アナターゼ (マイク

ロおよびナノサイズ) では有意な影響は観察されなかった (参照 230：Uboldi, 2016)。 

ヒト胚腎細胞およびマウス胚線維芽細胞 (NIH/3T3) において、軟寒天中で増殖するコロ

ニー数の増加が TiO2 NPs (アナターゼ、21 および 50 nm) で観察された。この影響は濃度依

存性であり、1,000 μg/mL では統計学的に有意であったが、10 および 100 μg/mL では有意で
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はなく、マイクロ粒子でも有意ではなかった (参照 231：Demir, 2015)。 

別の研究では、TiO2 NP (アナターゼ、22 nm) に 20 µg/mL までの濃度で曝露した場合、コ

ロニーの合計と中型大型コロニーの両方について、ヒト気管支上皮細胞 (BEAS-2B 細胞) の

軟寒天上で増殖するコロニー数の統計的に有意な濃度依存性の増加が示された(参照 150：

Vales, 2015)。 

  EFSA (2021) では、細胞形質転換試験は、遺伝毒性事象と非遺伝毒性事象の両方を含み得

る発がんの初期段階に関する情報を提供するものであり、細胞形質転換試験の結果は、遺伝

毒性の評価との関連性は限られていると考えられるとしている。また、発がん性評価との関

連性も限られるとしている。 

 

⑥作用機序 

 EFSA (2021) では、遺伝毒性の発現機序として、二酸化チタン粒子が引き起こす炎症反応

やミトコンドリア機能への干渉による活性酸素種（ROS）や活性窒素種（RNS）の生成、二

酸化チタンナノ粒子の本質的な特性による ROS の直接生成による DNA 損傷が挙げられて

いる。また、二酸化チタンナノ粒子と DNA の相互作用によって DNA の二次構造が変化す

る可能性についても示されている。さらに、二酸化チタン粒子がゲノム機能の維持に関与す

る遺伝子の発現に影響を与えるエピジェネティックな修飾（例：DNA 修復に関わる遺伝子

のダウンレギュレーション）を誘発したり、染色体分離及び紡錘体装置の制御に関わるタン

パク質と相互作用する可能性を示唆する研究結果があることも示されている。 

以上を踏まえて、EFSA パネルは、二酸化チタン粒子が引き起こすゲノム毒性に対する各

作用機序の相対的な寄与は不明であり、閾値の有無を判断したり閾値を設定することはで

きないとして、二酸化チタン粒子の遺伝毒性の懸念は排除できないと結論づけている。EFSA 

(2021) は、複数の研究結果より、結晶形、粒子の大きさ、形状、凝集状態等の二酸化チタン

ナノ粒子の物理化学的特性と in vitro または in vivo 遺伝毒性試験の結果との間には明確な相

関関係は認められないとし、遺伝毒性に関する二酸化チタン粒子サイズのカットオフ値も

特定していない。 

一方、Health Canada (2022) は、in vitro の研究結果より、ごく微小の二酸化チタンナノ粒

子（<30 nm）でさえ細胞核に容易に取り込まれることはなく、より大きな粒子や食品マトリ

ックス中の二酸化チタンナノ粒子の核内移行について説得力のある証拠は存在しないとし

ている。Health Canada は、二酸化チタンナノ粒子と DNA の直接的な相互作用について生物

学的妥当性を裏付ける証拠が非常に限られていることから、食品用二酸化チタンへの経口

曝露が直接的な遺伝毒性メカニズムと関連することを示す証拠は存在しないと結論付け、

二酸化チタンによる遺伝毒性は、ROS の生成と持続的な炎症の結果としての二次的なもの

であるとしている。 
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（９） 一般薬理試験 

二酸化チタンについて、一般薬理試験の結果は確認できなかった。 

 

3. ヒトにおける知見 

二酸化チタンは、動物実験における十分な証拠とヒトの疫学研究における不十分な証拠

に基づき、吸入曝露経路でヒトに対して発がん性がある（IARC グループ 2B）と分類されて

いる (参照 232：IARC, 2010)。Health Canada (2022) はこれについて、利用可能な証拠のほと

んどは、細胞増殖と酸化ストレスの炎症に依存した増加をもたらす粒子の過負荷を含む二

次的な遺伝毒性メカニズムを介して生じる肺腫瘍と整合性があるとしている (参照 233：

Schins & Knaapen, 2007；参照 234：ECETOC, 2013；参照 235：Warheit, 2016；参照 236：Bevan, 

2018)。二酸化チタンを含む難溶性の低毒性粒子の研究では、ラットにおける肺の炎症と腫

瘍反応を最もよく予測したのは粒子表面積量であった (参照 237：Driscoll, 1997；参照 238：

Dankovic, 2007)。吸入曝露経路は食品添加物としての二酸化チタンに関する検討の対象では

ないため、Health Canada (2022) では肺における発がん性の作用機序についてこれ以上論じ

ていない。 

 

4. 一日摂取量の推計等 

（１） 日本国内 

1）食品由来二酸化チタン摂取の現状 

①マーケットバスケット方式調査による加工食品及び未加工食品由来の二酸化チタン摂取

量 

 二酸化チタンのマーケットバスケットデータは得られていない。 

 

②食品中の二酸化チタン含有量調査 

 公表された情報の中では、食品中の二酸チタン含有量について利用可能な情報は得られ

なかった。 

 

③食品添加物の生産流通量調査に基づく推計 

 国内の食品添加物製造所を対象とした食品添加物西安・流通調査（令和 2、3 年度調査）

の結果、令和元年度の二酸化チタンの食品向け出荷量は 12,740 kg、輸出量は 0 kg と報告さ

れている（参照 239：佐藤, 2022） 

 

（２） 海外 

1）欧州連合 

 EFSA (2021) において、ヨーロッパ 23 ヵ国で実施された 40 件の食事調査から入手した摂

餌量データに基づく曝露評価結果が報告されている（参照 21：EFSA FAF Panel, 2021）。乳
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児、幼児、小児、青年、成人および高齢者の各集団における E 171 への慢性的な食事由来曝

露量の推定結果を表 7 に示す。 

 

表 7 6つの集団への最大曝露レベル評価シナリオ及び精緻化した曝露シナリオにおける食

事由来の食品添加物 E171 への一日推定曝露量（最小値-最大値、mg/kg/day） 

 乳児 

(12週～11ヵ月) 

幼児 

(12-35ヵ月) 

小児 

(3-9歳) 

青少年 

(10-17歳) 

成人 

(18-64歳) 

高齢者 

(65歳以上) 

最大曝露レベル評価シナリオ 

平均 

95パーセンタイル 

0.06–3.6 

0.2–15.8 

0.9–12.8 

2.9–31.4 

1.9–11.5 

5.9–31.3 

1.3–6.2 

4.0–18.6 

0.7–6.7 

2.4–15.9 

0.4–4.9 

1.9–12.7 

精緻化した曝露シナリオ 

Brand-loyal scenario 

平均 

95パーセンタイル 

0.05–3.5 

0.1–14.3 

0.8–10.0 

2.6–28.0 

1.7–9.7 

5.2–25.4 

1.1–5.0 

3.3–14.9 

0.6–5.5 

2.0–13.1 

0.4–4.2 

1.7–10.4 

Non-brand-loyal scenario 

平均 

95パーセンタイル 

0.03–2.9 

0.1–9.9 

0.6–6.0 

1.9–27.5 

0.9–6.9 

2.5–23.7 

0.6–3.6 

1.6–13.2 

0.3–3.8 

1.2–9.5 

0.2–2.8 

0.9–7.1 

 

 最大曝露レベル評価シナリオでは、食品添加物としての使用による E 171 の平均暴露量

は、乳児の 0.06 mg/kg/day から幼児の 12.8 mg/kg/day の範囲であった。95 パーセンタイル値

は乳児の 0.2 mg/kg/day から幼児の 31.4 mg/kg/day の範囲であった。 

ブランドロイヤルティを考慮した曝露評価シナリオでは、食品添加物としての使用によ

る E 171 の平均曝露量は、乳児の 0.05 mg/kg/day から幼児の 10.0 mg/kg/day の範囲であった。

95 パーセンタイル値は乳児の 0.1 mg/kg/day から幼児の 28.0 mg/kg/day の範囲であった。ブ

ランドロイヤルティを考慮しないシナリオでは、平均曝露量は乳児で 0.03 mg/kg/day から小

児で 6.9mg/kg/day の範囲であった。95 パーセンタイル値は乳児の 0.1 mg/kg/day から幼児の

27.5mg/kg/day までの範囲であった。 

E 171 への曝露に寄与した主な食品カテゴリーについては、ブランドロイヤルティを考慮

しない曝露シナリオでは、乳児、幼児、青少年では、ファインベーカリー製品、スープ・ブ

ロス・ソース、そして小児、成人、高齢者ではスープ・ブロス・ソース、サラダ、セイボリ

ーサンドイッチスプレッドであった。加工されたナッツもまた、成人および高齢者に対する

主要な寄与食品カテゴリーであった。 
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Ⅳ まとめ 

 食品添加物用二酸化チタン（E171）について、EFSA ではナノ粒子のデータ及び新たに実

施されたラットの EOGRT 試験の結果を用いて 2021 年に再評価を実施した。この結果 EFSA

は、E171 中の二酸化チタン粒子の吸収及び毒性について以下のように結論している。 

・二酸化チタン粒子の吸収率は低いが、半減期が長いため体内に蓄積する可能性がある。 

・新たに実施された E 171 の EOGRT 試験の結果を含め、一般毒性試験および臓器毒性試験

では 1,000mg/kg/日まで有害影響はみられず、文献検索の結果、> 30 nm の二酸化チタンナ

ノ粒子についても試験された最高用量である 100 mg/kg/日まで影響はみられなかった。 

・EOGRT 試験では、試験した最高用量である 1,000mg/kg/日まで、生殖および発生に対する

影響はみられず、文献検索の結果でも、E 171 の生殖発生毒性を示す信頼できるデータは

ない。 

・E 171 による免疫毒性および炎症、ならびに二酸化チタンナノ粒子による神経毒性に関す

るいくつかの所見は、有害作用を示唆している可能性がある。 

・E 171 による ACF 誘発の徴候がある。 

・二酸化チタンナノ粒子の発がん性を検討するために適切に計画され実施された試験は得

られなった。 

・遺伝毒性に関して入手可能なエビデンスを組み合わせると、二酸化チタンナノ粒子は DNA

鎖切断および染色体損傷を誘発する可能性があるが、遺伝子突然変異は誘発しない。二酸化チ

タン粒子の物理化学的性状（結晶形、構成粒子の大きさ、形状および凝集状態など）と in 

vitro または in vivo 遺伝毒性試験結果との間に明らかな相関はみられなかった。 

・Ｅ171 中に含まれる可能性のある二酸化チタン粒子について遺伝毒性の懸念は除外できなか

った。 

・遺伝毒性に対する複数の作用メカニズムが並行して作用する可能性がある。二酸化チタン粒子

によって誘発される種々の分子メカニズムの相対的な寄与は不明であり、閾値を仮定できる

かどうかは不確実性がある。 

・遺伝毒性に関する二酸化チタン粒子サイズのカットオフ値は確認できなかった。 

 全体として、現在入手可能なすべての証拠に加え、すべての不確実性、特に遺伝毒性の懸念を

排除できないことから、EFSA は E 171 の食品添加物として使用はもはや安全とみなすことはで

きないと結論付けた。 

 

 Health Canada が 2022 年に実施した食品用途の二酸化チタンの有害性評価では、食品中の

二酸化チタンに対する曝露では食品マトリックスが影響するとの証拠があるとして、評価

では食事に関する研究結果が重視された。さらに、信頼性及び品質の観点から、GLP 及び

OECD ガイドラインに準拠した試験結果も重視された。収集されたデータの一部はさらな

る調査が必要と考えられたが、証拠の重み付け（weight of evidence）に基づき、食品用途の

二酸化チタンについて顕著なバイオアベイラビリティ、発がん性、遺伝毒性、免疫毒性、生
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殖・発生毒性及び神経毒性を示す証拠は確認されず、データの不足についてもより予防的な

アプローチを正当化するほど重大なものではないと判断された。以上より、Health Canadaは、

食品添加物としての二酸化チタンがヒト健康に懸念を及ぼすという決定的な科学的根拠は

ないと結論付けている。 
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

1 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

 Hprt 遺伝子又はHGPRT遺伝子
を用いるほ乳類培養細胞の in
vitro遺伝子突然変異試験

粒子の取込み: 0, 10, 50, 100  µg/ml
MTT 細胞毒性試験: 1, 10, 25, 50, 100  µg/ml
ROS アッセイ: 1, 10, 25, 50, 100  µg/ml
ばく露期間:
HGPRT gene mutation in V-79 cells: 6 時間
粒子の取込み: up to 24 時間
MTT 細胞毒性試験: up to 24 時間
アッセイ: 6 時間

TiO2NPs, アナターゼ型, 12-25nm
(TEM)

NSC: 1
媒体中の分散を測定し, 小さい凝集体の存在を
確認した。細胞への取込みを測定し, NPと凝
集体の内在を確認した。

陽性
HPRT遺伝子の変異頻度は50 µg/ml及び100 µg/mlで有意に増加した。
粒子の取込 細胞への取込: フローサイトメトリーで検出し, TEMで確認した。
ROS生成量 (DCFH-DA) : 1 µg/mlを除く全ての濃度でROS生成量が有意に増加
した。

Reliability: 2
OECD TG 476 からの逸脱点:
遺伝子突然変異試験において細胞毒性 (相
対生存率) が評価されていない
細胞数の報告がない

Limited Jain et al., 2017

2 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

チミジンキナーゼ遺伝子を用い
た哺乳類細胞の in vitro 遺伝子突
然変異試験
(OECD TG 490))

粒子の取込 TEM:
0, 1, 100 µg/ml (TiO2-NPs < 25 nm TiO2-NPs (50 nm))
マウスリンフォーマ試験:
0, 1, 10, 100 µg/ml (微粒子状TiO2, TiO2 NPs (24.23
nm),  TiO2 NPs (50 nm))
ばく露: 粒子の取込 TEM: 24 時間

1) TiO2NPs, アナターゼ型 24.2 nm
(TEM)
2) TiO2NPs, アナターゼ型 50.2 nm
(TEM)
3) micro-TiO2, (その他の情報なし)

NSC: 1
Nanogenotox protocolに従い分散を測定し,
TEMで細胞内への取込を確認した。NPとアグ
ロメレートの両方がばく露した細胞で確認さ
れた。

あいまいな結果(Equivocal) (あいまいな結果)
陰性対照と比較して, 有意な増加はみられなかった。Global Evaluation Factor
(GEF)を超えなかった。6つの試験において統計的に有意な濃度/効果の傾向が
みられた。

Reliability: 2
方法について詳細不明
6件の報告への言及のみ

Limited Demir et al.,
2017

3 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

CD59 遺伝子座突然変異試験
ヒト-ハムスター hybrid AL 細胞
(ヒトの11染色体を導入した
CHO-K1 細胞).
細胞内のROS産生

CD59 遺伝子座突然変異試験: 1 又は 10 µg/ml (24 時間)
MTT 細胞毒性試験;
細胞内 ROS: 1 µg/ml  TiO2 NPs  (24 時間)

TiO2NPs, アナターゼ型 , 15 nm NSC: 1
分散レベルを測定
NPと凝集体の細胞内への取込みは, TEMで確
認。

CD59遺伝子座変異試験: TiO2NPs 単独 (～10  µg/mL) では影響なし。1  µ
g/mL TiO2 NPs 及び 2  µg/mL As (III) の同時処理により, As (III) の変異原性が
わずかではあるが有意に増加した。

MTT細胞毒性試験: 1 µg/mLと10 µg/mLのTiO2 NPsは, 細胞生存率にわずかな
影響がみられたた。ROS産生の増加はみられなかった。

Reliability: 5
TiO2 NPsとAs(III)の相互作用にフォーカス
した研究。TiO2NPs単独では変異原性はみ
られなかったが, 使用濃度が低く, 陽性対照
群がない。

Low Wang et al., 2017

4 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

CD59 遺伝子座突然変異試験 (ヒ
トの11染色体)
細胞: AL human-hamster hybrid
細胞 (ヒト染色体11を導入した
CHO-K1細胞)
Phospho-histone H2AX  (γ
H2AX) を免疫蛍光染色で検出し,
ウェスタンブロットで定量化し

CD59 遺伝子座突然変異試験: 10 µg/ml (fresh and aged
TiO2 NPs) 72時間
γ-H2AX検出のための免疫蛍光染色: 10 µg/ml (fresh
and aged TiO2 NPs)
ミトコンドリア機能障害: 50 µg/ml (fresh and aged
TiO2 NPs)
細胞内ROSレベル (DCFDA分析): 10 µg/ml (fresh and
aged TiO2 NPs) 72時間

 /  

1)TiO2NPs, アナターゼ型, 5 nm
2)TiO2NPs, アナターゼ型, 15 nm,
3) TiO2NPs, アナターゼ型とルチル型
の混合物, <100 nm,

NSC:1
ばく露した濃度より分散濃度が低かったが,
NPと凝集体の細胞内への取込みはTEMで確認
された。

CD59遺伝子座変異試験:  陽性
CD59遺伝子の変異がわずかながら有意に増加 (最大1.41 x対照群)
(ρ0)AL細胞 (ミトコンドリアDNAが95％枯渇) ではγH2AXの増加が少なく,
DNA損傷したミトコンドリアによる可能性が示唆された
TiO2 NPは細胞内ROSレベルを増加させた (DCFDA分析)

Reliability: 3
遺伝毒性及び変異原性の検出法は, 規制目
的として検証された方法ではない。
1用量試験, 陽性対照なし。
同じ著者らは, 2年前にこの濃度 (10 µ
g/mL)でCD59効果を観察していない
(Wang et al., 2017) ため, 結果の再現性は
疑わしい。

Low Wang et al., 2019

5 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

L5178Y マウスリンフォーマ細胞
を用いた遺伝子突然変異試験

2, 0.5, 0.125, 0.0312 mg/mL
ばく露: 4 時間 (+/- S9),  24 時間 (- S9)

TiO2NPs, 40 nm (SEM) (結晶型不明) NSC: 3
分散に関する情報がない。
試験デザインが難溶性物質には適切でない。

Inconclusive
変異の増加はみられなかった。
細胞毒性を誘発したが, 細胞内への取込みは確認されなかった。

Reliability: 3 Low Du et al., 2019

6 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

ほ乳類培養細胞の遺伝子突然変
異試験 (Hprt) OECD TG 476
チャイニーズハムスター肺繊維
芽細胞 (V79-4)

3, 15, 75 µg/cm2
24時間
陽性対照: MMS

TiO2NPs (NM-105), アナターゼ型/ル
チル型, 15-24 nm

NSC:1
プロトコール1は良好な分散性, プロトコール2
は凝集性が高く, 48時間後の粒度分布と分散安
定性が異なる。

陰性
分散プロトコルに関わらず変異原性なし

Reliability: 1 High Kazimirova et al.,
2020

7 in vitro Gene mutation (Bacterial
assays)

Umu試験
Salmonella typhimurium

8.35-667 µg/mL
ばく露: 1h

1)TiO2NPs (NM-105), アナターゼ型/
ルチル型, 15-24 nm
2)TiO2NPs, アナターゼ型, 15 nm

NSC:1
異なるNPsサイズと代表的な濃度における分散
と安定性を, ばく露条件下で測定した。

紫外線存在下でTiO2-NPsはROSを誘導したが, 紫外線そのものがS.
typhimuriumに細胞毒性及び遺伝毒性障害を引き起こした。可視光 (100 µg/mL
まで) 及び暗黒条件下 (667 µg/mLまで) では, 遺伝毒性はみられなかった。

Reliability: 5
細菌を用いる試験はナノマテリアルには適
さない。試験法は規制目的で推奨される方
法ではない。

Low Cupi and Baun,
2016

8 in vitro Gene mutation (Bacterial
assays)

復帰突然変異試験(Ames試験)
Salmonella typhimurium  TA98,
TA100
E. coli  (細胞毒性試験のみ)

0, 100, 200, 300, 400, 500;
陽性対照: 2-nitrofluorene, sodium azide

TiO2NPs, 28 nm (結晶型不明) NSC: 3
ばく露条件下での分散レベル不明。

両菌株でAmes 試験 陰性.
著者らは, この結果をTiO2 NPの抗菌作用によるものとしている

Reliability: 5
細菌を用いる試験はナノマテリアルには適
さない。

Low Ranjan and
Ramalingam,
2016

9 in vitro Gene mutation (Bacterial
assays)

復帰突然変異試験 (Ames試験)
Salmonella typhimurium
TA97a, TA98, TA100, TA102,
TA1535

78, 156, 312, 625, 1250 µg/plate +/- S9;
高濃度において沈殿物が生じた

TiO2NPs, 40 nm (SEM) (結晶型不明) NSC: 3
分散に関する情報なし。試験法が難溶性物質
には不適切。高用量の濃度が非常に高い。

陰性 Reliability: 5
細菌を用いる試験はナノマテリアルには適
さない。

Low Du et al., 2019

10 in vitro Genomic instability ヒト羊水細胞におけるゲノム不
安定性の誘導 (RAPD PCR)

 -10 µg/L TiO2NPs
 -10 µg/L TiO2NPs＋ 100 mg/L リンコマイシン
ばく露時間: 48及び72時間

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
超音波処理とUVスペクトルを用いて凝集度を
測定したが, 吸光度を得るためにどの程度の凝
集度が必要かを結論づけるには情報が不十分
であった。

RAPD-PCR test: TiO2 NPsへのばく露により有意な影響がみられた。
細胞毒性: 細胞生存率の低下 (青色トリパン) 及びアポトーシスの誘導 (拡散アッ
セイ) 。

Reliability: 5
規格外の方法で影響を評価
影響がゲノムの不安定性に関連しているか
どうかは不明

Low Mottola et al.,
2019

11 in vitro Genomic instability ヒト精子細胞におけるゲノム不
安定性 (RAPD PCR) の誘導

1 µg/L 及び10 µg/L
ばく露時間: 15, 30, 45, 90 分間

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散安定性の確認と, EMによる粒子へのばく
露の確認のための具体的なプロトコル。
30分までに安定性が確認され, それ以上のばく
露時間では若干の凝集が観察された。EMによ
り細胞内にNPと小さな凝集体が存在すること
が確認された

RAPD-PCR test: TiO2 NPsへのばく露により有意な影響がみられた。
ROSの誘導はDCFアッセイによって検出された。

Reliability: 5
規格外の方法で影響を評価
影響がゲノムの不安定性に関連しているか
どうかは不明

Low Santonastaso et
al., 2019

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価
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12 in vitro Genomic instability テロメア長(TL)
ヒト肝細胞 L-02 (cat# GNHu 6),
肝細胞癌細胞 QGY (cat# TCHu
43)

0, 40, 80 µg/mL
ばく露時間: 24, 72時間

TiO2NPs, 21 nm (結晶型不明) NSC: 3
分散度や安定性に関する情報がない。

L-02細胞ではTLが減少しているが, QGY細胞では減少していない。
L-02細胞でNrf-2及びshelterin componentの発現が低下した。
QGY細胞では, Nrf-2及びshelterin componentの発現が増加した。

Reliability: 5
各サンプルは 3 回分析されたが、分析され
たサンプル数は不明
したがって、テロメア長への影響について
報告された統計的有意性の意義は不明であ
る。

Low
(この研究は遺伝毒性を厳密に
扱っていないため) 。
テロメア長への影響は老化現
象の指標とされ, 変性疾患など
と関連すると考えられていた
ため, このような影響はTiO2の
総合評価と関連性があると考
えられる。しかし, 本研究で報

Wang et al., 2018

13 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

遺伝子突然変異試験
 (gpt デルタ トランスジェニック
マウス初代胚線維芽細胞 (MEF))
酸化ストレス

0.1,1, 10, 30 µg/mL
ばく露: 3日間 (- S9)
陽性対照なし

1) TiO2NPs, アナターゼ型, 5 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型, 40 nm
3) TiO2, アナターゼ型, 325 mesh

NSC: 2
超音波処理とフローサイトメトリーにより、
粒子へのばく露の間接評価を行っている。

1), 2) 陽性:
5 nmおよび40 nm では、0.1 µg/mL 以上で変異頻度が大幅に増加した。 著者
らによる報告の通り、TiO2 NP (40 nm) の濃度との相関がみられたが、統計分
析や目視検査による裏付けはない。この影響は、エンドサイトーシス阻害剤で
あるナイスタチンの併用により無効化された。
MTT アッセイで分析した場合、TiO2 NP (40 nm) で MEF 細胞を処理すると、
細胞生存率が濃度依存的に低下した。
3) 陰性: TiO2 -325 mesh

酸化ストレス:
TiO2 NP (5 nm) または TiO2 NP (40 nm) (TiO2 -325 meshではない) で MEF
細胞を処理すると、peroxynitrite (過酸化亜硝酸塩) アニオン ONOO- が濃度依
存的に生じた。

粒子エンドサイトーシス:
24 時間のインキュベーション後、TiO2NP および TiO2 粒子にばく露された
MEF 細胞の細胞粒度は、濃度依存的に増加した。

Reliability: 2
陽性対照なし。 統計分析の結果が詳細に報
告されておらず、試験方法は規制目的で検
証されていない。

Limited Xu et al., 2009

14 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

哺乳類細胞遺伝子変異アッセイ
HPRT locus
CHO-K1細胞

10, 20, 40 µg/mL
ばく露: 60日間 (- S9)

TiO2NPs, アナターゼ型, < 25 nm
(XRD)

NSC: 1
分散に関する情報はありないが、EM および
Ti 測定によりばく露が確認された。

陰性:
遺伝子変異の有意な増加はみられず、コロニー形成能への影響はない。細胞毒
性なし (XTT アッセイ)。
細胞のばく露が示された。

Reliability: 2
陽性対照なし。 細胞毒性は観察されなかっ
た。

Limited Wang et al., 2011

15 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

哺乳類細胞遺伝子変異アッセイ
チャイニーズハムスター肺線維
芽細胞(V79細胞)のHPRT遺伝子

0, 5, 20 and 100 µg/mL
ばく露: 2時間 (- S9)
陽性対照: EMS
(OECD TG 476)

TiO2NPs, アナターゼ型, 75 nm NSC: 2
細胞培地でのDLS測定により、凝集を確認。

陽性:
HPRT 遺伝子の変異頻度が統計的に有意かつ濃度依存的に増加した。

Reliability: 1
 

High Chen et al., 2014

16 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

マウスリンパ腫遺伝子変異アッ
セイ
 L5178Y TK+/- 細胞

NM-102:
 1) 0, 32, 64, 128, 256 µg/ml
 2) 0, 312.5, 625, 1,250, 2500 µg/ml
NM-105:
 1) 0, 32, 64, 128, 256  µg/ml

1) TiO2NPs (NM102), アナターゼ型,
21-22 nm
2) TiO2NPs (NM-105), アナターゼ/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 1
Nanogenotox Project分散プロトコルを適用

陰性: 試験したすべてのTiO2 NPsが陰性を示した。 Reliability: 1
データ報告にわずかな不備があるのみ。

High NANOGENOTOX
Project, 2013
(Documentation
provided to EFSA
No. 7 and 8)

17 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

OECD TG 471
HPRT遺伝子座を用いた哺乳類細
胞の前方遺伝子突然変異試験
チャイニーズハムスター卵巣

濃度: 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.50, 7.5, 15, 30 µg/ml
(+S9),
 0.0781, 0.313, 0.625, 1.25, 2.50, 7.5, 15, 30 µg/ml (-
S9)

E171-E (アナターゼ型,  D50: 99.9 ±
2.0 nm; 50-51% < 100 nm)
試験品は、ボルテックスを用いて撹拌
し 無血清培地に懸濁させた

- - - - 30 µg/ml までの濃度での前方変異は陰性 (+/- S9)。
しかし、その後の TEM 画像解析では、CHO 細胞への
被験物質の細胞取り込みの証拠はなく、遺伝毒性効果
の欠如が観察されたことは 試験物質の DNA へのば

BioReliance,
2021b

18 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

チミジンキナーゼ遺伝子座を用
いた哺乳類細胞の遺伝子突然変
異試験
L5178Yマウスリンパ腫細胞

Aroclor 1254誘発ラット肝S9の存在下および非存在下
(Fischer 344雄ラット)
濃度: 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/ml
ばく露:  2日間 (+/- S9)
陰性対照：培地
陽性対照：5 nl/ml MMS or 250 nl/ml EMS

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,

- - - - 陰性 (+/- S9)
しかし、粒子の取り込みは評価されておらず、細胞毒
性に関する情報はない。
TiO2 は 4 時間の処理期間後に細胞と共ペレット化さ
れたため、実際のばく露は 2 日間の発現期間を通じて
継続した。

Myhr and Capary,
1991

19 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

哺乳類細胞の遺伝子突然変異試
験
L5178Y マウスリンパ腫細胞

濃度：～1.6 µg/plate
ばく露期間は不明 (- S9)
陽性対照および陰性対照の情報なし

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,
SEM 113-135nm, TEM 109-124nm,

- - - - 陰性
しかし、粒子の取り込みは評価されておらず、細胞毒
性に関する情報は報告されていない。

Tennant et al.,
1987

20 in vitro Gene mutation (in
mammalian cells)

哺乳類細胞の遺伝子突然変異試
験
健康な非喫煙女性から採取した
ヒト末梢血リンパ球 (HPBL)
 OECDガイドライン487

濃度: 0.3, 1, 10, 30 µg/ml
ばく露: 4時間 (+/- S9), 24時間 (- S9)
溶媒: 水
陽性対照: マイトマイシンCおよびビンブラスチン(- S9),
シクロホスファミド (+ S9)

E171-E (アナターゼ型, D50: 99.9 ±
2.0 nm; 50-51% < 100 nm)
試験品は、水中において、約5 - 50
mg/mlの濃度で作業性の良い懸濁液を
形成することが報告されている。

- - - - 陰性: 小核の誘発（30 µg/ml までの濃度で 4 時間
(+/- S9) および 24 時間 (-S9) ）
しかし、試験物質の細胞への取り込みは確認されてい
ないため、陰性結果はばく露不足に関連している可能
性がある。どのばく露条件においても、どの処理濃度
でも細胞毒性を示す証拠はない。

BioReliance,
2021c

21 in vitro Mutagenicity assays OECD TG 471
細菌を用いる復帰突然変異試験
Salmonella typhimurium  TA98,
TA100,, TA1535, TA1537,
Escherichia coli  WP2 uvr A のト
リプトファン遺伝子座

Aroclor 1254誘発ラット肝S9の存在下および非存在下
濃度: 33.3、100、333、1000、3333、5000 µg/plate
ばく露: 48～72時間
陽性対照: 2-アミノアントラセン（全株、+S9）、2-ニト
ロフルオレン（TA98、-S9）、アジ化ナトリウム
（TA100 & TA1535、-S9）、9-アミノアクリジン

 

E171-E (アナターゼ型, D50: 99.9 ±
2.0 nm; 50-51% < 100 nm)

試験品は、ボルテックス混合により水
に懸濁させた（すなわち、試験品は
「投与製剤調製中...及び均一な混合物

- - - - 5,000 µg/plateまでの濃度でフレームシフトまたは塩
基対置換型変異に対して陰性(±S9)。
しかし、細菌を用いる復帰突然変異試験は、ナノ材料
（または一般に不溶性粒子）がこの試験で使用される
細菌細胞に容易に取り込まれない可能性があるため、
ナノ材料の評価に適していると言い難い（Doak, et al.

      

BioReliance,
2021a
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22 in vitro Mutagenicity assays 細菌を用いる復帰突然変異試験
Salmonella typhimurium  TA98,
TA100,, TA1535, TA1537, E.
coli  WP2 uvr A

Aroclor 1254誘発ラット等肝S9の存在下および非存在下
(Fischer 344ラット、B6C3F1マウス、シリアンハムス
ターの雄)
濃度：～10 mg/plate
ばく露期間は不明
陽性対照および陰性対照を使用

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,
SEM 113-135nm, TEM 109-124nm,

- - - - 陰性 (+/- S9)
しかし、細菌復帰突然変異試験は、使用される細菌細
胞により容易に取り込まれない可能性があるため、ナ
ノ材料 (または一般に不溶性粒子) の評価に適している
と言い難い (Doak et al. 2012; OECD 2014; ; Kumari
et al. 2010)。 TiO2-NP は、抗菌/静菌特性を示すこと
が知られており (Khashan et al. 2021; Lopez de
Dicastillo et al.,2020 を参照)、これらの物質を評価す

Dunkel et al.,
1985

23 in vitro Mutagenicity assays 細菌を用いる復帰突然変異試験
S. typhimurium/ microsome

濃度：～10 mg/plate
ばく露期間は不明 (+/- S9)
陽性対照および陰性対照の情報なし

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,
SEM 113-135nm, TEM 109-124nm,
100nm未満の粒子の割合は最大44％）
と同等とみられる。
Unitane® 0-220は、元素組成、粒子径

- - - - 陰性 (+/- S9)
しかし、細菌逆変異試験は、ナノ材料（または一般に
不溶性粒子）がこの試験で使用される細菌細胞に容易
に取り込まれない可能性があるため、ナノ材料の評価
には適しているとは言い難い（Doak, et al. 2012;
OECD 2014; Kumari et al. 2010）。TiO2-NPはま
た、抗菌/静菌特性を有することが知られており
（Khashan et al. 2021; Lopez de Dicastillo et al.
2020参照）、これらの物質の評価に対する細菌復帰突
然変異試験の適合性をさらに制限している。粒子の取
り込みは評価されておらず、細胞毒性に関する情報は

Tennant et al.,
1987

24 in vivo Gene mutation gpt及びSpi遺伝子突然変異試験
(肝臓)
雄マウス(C57BL/6J gpt delta)
6 匹/群

0, 2, 10, 50 mg/kg 静脈内投与
ばく露: 週に1回, 4週間連続投与。マウスは, TiO2NPsの
最終投与後90日目に安楽死させた。
投与経路は, 食餌摂取には関連ないが, ADME/(geno)tox
には関連する。

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散性, 安定性, 細胞の内在性を測定した。

陰性
gpt及びSpi遺伝子突然変異試験。Gpt及びSpiの変異頻度は, 全用量においても,
溶媒対照群と比較して有意差はなかった。これらの結果から, TiO2NPsは最終投
与から90日後のマウスの肝細胞に対して変異誘発しないことが示唆された。

Reliability: 2
陽性対照も過去の陽性対照のDNAも用いら
れなかった (ただし, 同じ著者による以前の
研究 (Suzuki et al., 2016) では, 陽性対照は
期待通りの結果を示した)

Limited 陰性（肝細胞）
すでに同じ著者らが陽性対照を含む変異試験を報告し
ている（Suzuki et al. 2016）：N-ethyl-
Nnitrosourea(70 mg/kg)または
diethylnitrosamine(160 mg/kg)を腹腔内注射。
ただし、陽性対照のデータの報告はない。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザ ド特性評価と関連性があると見なして

Suzuki et al.,
2020

25 in vivo Gene mutation Pig-a遺伝子突然変異試験 (赤血
球)
gp及びSpi遺伝子突然変異試験
(肝臓)
雄マウス (gpt Delta transgenic
C57BL/6J)
5 匹/群

2, 10, 50 mg/kg bw,  静脈内投与,
ばく露: 週に1回, 4週間連続投与
陽性対照: ENU 又は DEN

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm .

NSC:1
各用量で分散度を測定し, Ti検出によるEMで
細胞内在性を確認した。

陰性
赤血球におけるPig-a変異体頻度, 肝臓におけるgpt及びSpi変異体頻度に有意な
増加はみられなかった。
TiO2NPは肝臓に蓄積し, 主にKupffer細胞に局在した。

Reliability: 1 Limited
投与経路は経口投与には関連
していない

Pig-α 遺伝子変異（末梢血赤血球）陰性、gpt および
Spi- 遺伝子変異（肝細胞）陰性。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Suzuki et al.,
2016

26 in vivo Gene mutation Pig-a遺伝子突然変異試験
雄ラット (Sprague- Dawley)

ばく露:  気管内投与3回
8 日以上:  0.5, 2.5, 10 mg/kg bw (a total particle
surface area lung deposition of 87, 437, 1700
cm2/lung);
ラット6匹にMNU (N-methyl-N- nitrosourea) を殺処分
の35日前に1回腹腔内に注射し突然変異試験の陽性対照と
した。
60 mg/kgの用量で投与した

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
各用量において凝集のレベルが報告され, 組織
中の測定によりばく露が確認された。

陰性
赤血球及び網状赤血球の変異の頻度増加はみられなかった (血中コメット試験の
陽性結果に基づき標的組織へのばく露が実証された) 。

Reliability: 2
各投与群につき雄ラット3匹のみ
過去の対照データなし

Limited
限られた研究内容
非経口経路でのばく露

Relier et al., 2017

27 in vivo Other in vivo  assays
Genomic instability

Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR)-PCR
マウス
10匹/群

腹腔内投与
100, 200, 400 mg/kg
陽性対照: シクロホスファミド
腹腔内単回投与
週1回投与  1ヵ月間

TiO2, アナターゼ型
その他の情報なし

NSC: 3
分散性, 安定性に関する情報がない。

ISSR分析: 雄マウスを対象に6種類のアンカープライマーを用いて実施。 400
mg/kg bwで処理したマウスでのみ有意差がみられた。

Reliability: 3
ゲノム不安定性への影響は、非標準的な方
法で評価された

Low
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

El-Bassyouni et
al., 2017

28 in vivo Gene mutation Pig-a遺伝子突然変異試験（末梢
血網状赤血球および全赤血球）
雄マウス（B6C3F1）

腹腔内投与
0.5, 5.0, 50 mg/kg bw/day 3日間
陽性対照: 140 mg/kg ENU
細胞解析 6週間

TiO2NP,
アナターゼ型, 楕円形,
 短軸 12.1 ± 3.2 nm（TEM）

NSC: 1
超音波処理を行って各濃度における凝集を観
察し、 Ti 測定によりばく露を確認した。

陰性 Reliability: 2
報告は投与経路（腹腔内または静脈内）に
ついて一貫していないが、著者らへの確認
により、腹腔内投与であることを確認し
た。

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。

陰性（末梢血網状赤血球）
投与が静脈内または腹腔内投与で行われたか不明で
あったが、EFSA EFSA FAF Panel (2021)は、腹腔内
投与であることを著者に確認した。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Sadiq et al., 2012

29 in vivo Gene mutation LacZ遺伝子突然変異試験（肝
臓・脾臓）
マウス C57Bl/6 transgenic
(LacZ)

静脈内投与
0、10、15 mg/kg bw 2日間
最終投与の 28 日後に屠殺
陽性対照：ENU 120 mg/kg bw 腹腔内投与

TiO2NPs (NM-102),
アナターゼ型, 21-22 nm

NSC:1
Nanogenotox プロトコルと EM によるばく露
の確認 (ただし、すべてのデータが報告されて
いるわけではなく、EM には Ti の検出は含ま
れない)。

陰性 Reliability: 1
 
 
 

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。
 

陰性（肝臓と脾臓の細胞）
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Louro et al., 2014

30 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒトクローン腺腫細胞株
(HCT116)

5, 10, 50, 100 µg/cm2 ( 50, 100, 500, 1000 µg/mL)
In triplicate
ばく露: 24時間, wash out,
CytoB 24 時間添加

E171, アナターゼ型, 39%
ナノ粒子

NSC: 2
分散性, 安定性を測定し, ある程度の凝集を確
認した。凝集は特に高濃度において顕著で
あったが, BSA又はFBSの使用により軽減され
た。粒子に対する細胞質量の情報があるが, 検
証は困難。

陽性
濃度依存性 (5-50 µg/cm2)。
100 µg/cm2 は凝集体が存在するため評価不能。
細胞生存率の低下なし (トリパンブルーアッセイ) 。
E171は, 有糸分裂時にキネトコア極のセントロメア領域と相互作用する。

Reliability: 2
陽性対照群がない
独立した複製なし

Limited 5, 10, 50 µg/cm2 で二核細胞 1000 個当たりの微小核
発生率が濃度依存的に増加した。最高濃度（100 µ
g/cm2）にばく露した細胞は、微小核の同定を妨害す
る凝集粒子の存在により、評価できなかった。
試験条件下では細胞毒性の証拠は報告されていない。
著者は、「E171（と推測される）は、有糸分裂中にキ
ネトコア極のセントロメア領域と相互作用した」と報

Proquin et al.,
2017
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

31 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒトPBMCs

0, 10, 50, 100, 200 µg/ml
1.Delayed co-treatment:
lymphocytes stimulationの24時間後に処理, 20時間後に
CytoB添加, 72時間後採取
2. co‐treatment の方法: lymphocytes stimulation45時
間後に処理, 30分後にCytoB添加, 72時間後採取

TiO2 NPs, アナターゼ型, 球状, 20-60
nm (TEM)
TiO2 NPs, ルチル型: rod-like, 30x 100
nm (TEM)
TiO2, アナターゼ型/ルチル型, 45-262
nm (TEM),
3種の形態 - 球状, 不規則, 棒状
TiO2, アナターゼ型, 50-270 nm
(TEM).

    

NSC: 1
5種のマテリアル。
媒体中で十分なエネルギーと安定性を持つ分
散を測定し, 構成粒子と凝集体の両方の存在を
確認。

陰性
共培養法を用いた50 µg/mlのTiO2ルチル型処理後, 単一ドナーにおいてのみ, 小
核を持つ二核リンパ球の有意な増加がみられた (MNBN= 12.0 ± 4.24, 対 コン
トロール 6.0 ± 1.41)   (生物学的関連性はない) 。
どの処理条件においてもCBPIは減少しなかった。

Reliability: 1 High Andreoli et al.,
2018

32 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
Human colon carcinoma Caco-2
cells
コメット試験 (Table 3)*

1, 2, 5, 10, 20 µg/cm2 NPs (corresponding to 6.4–128.0
µg/ml)
独立した3試験
ばく露: 6 時間, 24時間
処理24時間後にCytoBを添加

TiO2 NPs, アナターゼ型, 20-60 nm
(TEM)

NSC: 2
分散性, 安定性を測定し凝集を確認。

陰性
RI の有意な減少はみられなかった。
TiO2 NP処理後, 最高濃度 (20 µg/cm2) で細胞表面上に粒子が存在すると, 小核
の確実な同定ができず分析可能な2核細胞の数が減少した。この条件において
は, 24時間処理した培養物のスライドにのみ, 一定数の二核細胞が記載された。

Reliability: 1 High Zijno et al., 2015

33 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
末梢血リンパ球

whole blood: 0, 45, 90, 180 µg/mL, 72時間 (three
replicates)

TiO2 NPs, アナターゼ型, 40-110 nm
(TEM)

NSC: 3
分散性, 安定性に関する情報なし。

解釈不能
末梢血リンパ球: 濃度依存的な染色体異常の増加 (p≦0.05)
分裂指数 (MI) 及び胚発生指数 (BI) の低下

Reliability: 3
方法と結果の記載が不十分で評価できない
染色体異常の種類に関する情報なし

none Haleem et al.,
2019

34 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
TK-6細胞

小核試験 (顕微鏡): 0, 100, 200 µg/ml
小核試験 (フローサイトメトリー): 0, 10, 50, 100, 200,
400, 800 µg/ ml
ばく露: 28時間 (1.5 – 2 cell cycle lengths), CytoB添加な
し

TiO2 NPs, アナターゼ型
8.9–15.3 nm,

NSC: 2
場合によってはばく露条件と若干異なる条件
で最高濃度の分散が測定された。凝集が確認
され, アッセイ期間中良好な安定性を示した。

小核試験 (顕微鏡): 陽性。高用量の2群において小核の有意な増加, 及びRPDの
濃度依存的な減少がみられた。
小核試験 (フローサイトメトリー): 細胞毒性及び小核誘導に関して, TiO2NPが
サイトメトリー装置による蛍光検出に干渉するため, 結論できない結果であっ
た。

Reliability: 1
(顕微鏡に基づいた結果)

High Li et al., 2017a

35 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
FISHによる小核試験
In Situ ハイブリダイゼーション
(FISH)
ヒト肺癌細胞株 (A549)

32, 64, 128 µg/ml,
ばく露: 48 時間
FISH: 1用量: 64 µg/ml, 48時間
44時間後にCytoB添加, 72時間後に採取

TiO2 NPs (P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm.

NSC: 1
分散が報告され, EMにより細胞への取込みが
確認された。凝集レベル及びばく露した細胞
における凝集体の内在化も観察された。

陽性
TiO2NPs全用量で小核形成が誘導された。
NPBs, NBUDs, necrotic and apoptotic indexの有意な増加がみられた。
TiO2 NPs全用量でNPB (核小胞体橋) の形成が誘導されたが, NBUDの有意な誘
導はみられなかった。
FISH: 試験したすべてのTiO2 NPは, 主に染色体異常を誘発することが示され
た。
細胞毒性: TiO2 NPs全用量において, CBPIとreplication indexを統計的に有意で
はあるが, 弱い減少を示した。

Reliability: 1 High Stoccoro et al.,
2017

36 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
FISHによる小核試験
ヒト抹消血リンパ球
健常人20人; 大腸菌ポリポージス
症患者 (PLP)19人; 大腸がん患者
20人 (CRC).

10, 40, 80 µg/ml
ばく露: 培養開始後24時間
採取: 72時間後

TiO2 NPs, アナターゼ型, 34 nm (20-
64 nm) (SEM)

NSC: 2
分散測定し凝集を確認, 濃度及び時間を増やし
た。

陽性
用量依存的な小核の増加。全てのばく露群の二核化リンパ球におけるMN, NPB,
BUDの頻度及び単核化リンパ球におけるMNの頻度が濃度依存的に増加した。二
核化細胞の割合のわずかな低下。
CBPIは全ばく露群で有意に減少した。
FISHの結果, 試験した全てのTiO2 NPは主にクラスタ形成障害を引き起こすこと
が示された。シグナルを有する小核は全群で用量依存的に増加した。

Reliability: 1 High Kurzawa-Zegota
et al., 2017

37 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
抹消血リンパ球 (PBL), リンパ芽
球ヒトTK-6細胞

3, 15, 75 µg/cm2, (5.4, 27, 135 µg/ml (TK-6及びPBL))
処理
TK6細胞: 4, 24 時間. CytoB (6 µg/ml) を続く24時間, 細
胞培養物に添加した。
血液リンパ球 (13人のドナー由来) : G0で24時間処理後,
phytohemagglutinin刺激, 72時間培養, 最後の28時間
cytoBを添加した

TiO2 NPs (NM-105), アナターゼ型/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 1 (in vitro 小核試験)
分散のプロトコール1(DP1)はNanoTESTプロ
ジェクトで開発された。

In vitro 小核試験 (TK-6 細胞): 陰性。 MNBN細胞数増加はみられなかった。
CBPIの変化なし。
in vitro 小核試験 (PBL):  陰性。TiO2 NPによる二核細胞及び単核細胞の小核数
の増加はみられず, CBPIにも影響を与えなかった。

Reliability: 1
(TK-6細胞の小核試験)
Reliability: 3
(PBLの小核試験)
ヒトリンパ球の処理 (G0期ばく露) のプロ
トコルは, OECD TG 487にも, ナノ材料の
評価に関するEFSA SC勧告 (EFSA

High
(TK6細胞を用いた小核試験)
Low (PBLを用いた小核試験)

Kazimirova et al.,
2019

38 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト胚性腎細胞 (HEK293), マウ
ス胚性線維芽細胞 (NIH/3T3)

10, 100, 1000 µg/mL, 48時間, duplicated cultures
CytoBは細胞採取の24時間前に添加した。

1) TiO2 NPs, アナターゼ型, 21 nm
(TEM)
2) TiO2 NPs, アナターゼ型, 50 nm
(TEM).
3) 微粒子化したTiO2 (詳細不明)

NSC: 1
Nanogenotoxプロジェクトに準拠した分散プ
ロトコルで媒体中の分散を測定し, 一部凝集が
確認された。分散剤にはBSAを使用。

陽性
2つの細胞株 (HEK293及びNIH/3T3) の最高用量のにおいて, CBPIの有意な減少
に関連するMNBN頻度の有意な増加がみられた。
微粒子化したTiO2では, MNBNの頻度の増加はみられなかった。

Reliability: 1 High Demir et al.,
2015

39 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト気道上皮細胞株 (BEAS-2B
細胞)

TiO2 NP原液 (0.1 mg/ml) を0.05% BSAで希釈し, 最終濃
度1, 5, 15  µg/ml (CBMN) 及び1, 5, 15, 30 µg/ml (フ
ローサイトメトリー) を添加した。
処理:
CBMNアッセイ: 48回処理, CytoBは20時間後に添加。
フローサイトメトリー: 48時間処理

TiO2 (NM-100), アナターゼ型, 50–
150 nm

NSC: 1
NanoRegプロジェクトに基づき, ばく露媒体で
の分散・安定性を測定し, 凝集が確認された。
凝集体の細胞内への取込みを示す間接的な方
法により細胞への取込を確認した。

陰性
小核試験:
CBMNアッセイ及びフローサイトメトリーによる小核試験陰性。
フローサイトメトリーにより低倍数性の増加は, みられなかった。
フローサイトメトリーによる粒子取込み解析において, TiO2 NPばく露細胞から
の核の側方散乱 (side scatter) が有意に増加し, BEAS-2B細胞による用量依存的
な粒子取込みが示唆された。

Reliability: 1 High Di Bucchianico et
al., 2017

40 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVECs)

1, 5, 25 µg/mL
小核試験: 24時間処理後, CytoBを添加し24時間培養
細胞内ROSと抗酸化物質の産生量の測定: 24時間
GSHの測定: 24時間

1)TiO2 NPs, アナターゼ型, 100 ±
14.3 nm
2)TiO2 NPs, アナターゼ型, 50 ± 7.6
nm
3) TiO2 NPs, アナターゼ型,30 ± 5.1
nm
4)TiO2 NPs, アナターゼ型, 10 ± 2.3

NSC: 2
全ての用量の細胞培地中で超音波処理を実
施。分散性, 安定性の実測値は報告されていな
い。

陽性
1 µg/ml TiO2 NPs 100 nm を除き, 全てのTiO2 NPs サイズで用量依存的かつ統
計的に有意な小核の増加がみられた。
TiO2-NPsサイズが小さいほど, 誘導される小核の割合は高かった (10 > 30 >
50 > 100 nm)
細胞内ROSの測定: 全てのTiO2 NPsサイズ, 全ての用量で統計的に有意な増加が
みられた (小核頻度％)(濃度依存性, NPsサイズ依存性)

Reliability: 2
OECD TG 487で推奨されているような細胞
毒性の同時評価は実施されなかった。

Limited Liao et al., 2019
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

41 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト抹消血リンパ球

呼吸器疾患患者36名 (肺がん患者16名, 慢性閉塞性肺疾患
(COPD) 11名, 喘息9名) 及び健常対照者15名からリンパ
球を採取した。
CBMN: リンパ球の培養は, stimulationから24時間後, 5及
び10 µg/mlのTiO2で処理した。44時間後にCytoBを加え,
72時間まで培養した。

TiO2 NPs, アナターゼ型, 40-70 nm
(SEM)

NSC: 2
希釈後の超音波処理, マイクロフィルトレー
ションなどの分散を検討したが, 実測値の報告
が不十分。

陰性
CBMNアッセイ: 全ばく露群においてTiO2 NPs処理による小核発生率が増加し
たが, 有意ではなかった。
核分割指数 (NDI) 及び二核化細胞の割合は, TiO2 NPs処理による影響を受けな
かった。

Reliability: 2
この研究では, 低濃度2用量のみの試験であ
り, 限定的なプロトコルを使用している。
NPsの安定性に関するデータがない。
内在化に関するデータがない。
この研究の目的はTiO2遺伝毒性評価ではな
く, 異なる呼吸器疾患患者の末梢血リンパ

Limited Osman et al.,
2018

42 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
BEAS-2B 正常気管支肺細胞

1, 10, 20 µg/mL;
ばく露: 48時間, 1, 3週間
ROS産生 (DCFH-DAアッセイ);
ばく露: 24時間及び1週間

TiO2NPs (NM-102), アナターゼ型,
21-22 nm

NSC: 1
Nanogenotoxのプロトコルに従い分散を確認
し, TEMで細胞内への取込みを確認した。個々
の粒子と一定の凝集が観察された。細胞内の
NP及び凝集が観察された

陰性
急性ばく露及び慢性ばく露において小核を有する二核細胞の有意な頻度増加は
みられなかった。
細胞内ROSの誘導はみられなかった。フローサイトメトリーで評価した細胞内
ROS 誘導はみられなか た

Reliability: 1 Hgh Vales et al., 2015

43 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
Balb/c 3T3 (マウス胚性線維芽細
胞)

各TiO2 NPs へ10 µg/ml, 72時間ばく露
TiO2の取込み: 0.5 mg/ml TiO2 NPs

1) TiO2NPs, アナターゼ型, 11-18 nm
(TEM)
2) TiO2, アナターゼ型, 60-400 nm
(TEM), different geometry (TEM)
3) TiO2NPs, ルチル型, 10-35 nm
(TEM), 長形 (TEM)

NSC: 1
分散はばく露条件下で測定。4種のTiO2で72
時間までの良好な安定性が確認された。

TiO2NPs ルチル型: 陽性
その他の試験群: 陰性
酸化チタンの取込み (ICP -MS): TiO2NPsアナターゼ型及びルチル型は, バルク
品と比較してより有意に取り込まれた (P < 0.001) 。

Reliability: 2
一用量試験

Limited Uboldi et al.,
2016

44 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト肝細胞 L-02 (cat# GNHu 6),
肝細胞癌細胞 QGY (cat# TCHu
43)

0, 40, 80 µg/mL
ばく露: 72時間
処理後にCytochalasinを添加
処理後26時間後に採取

TiO2NPs, 21 nm (結晶形不明) NSC: 3
分散度や安定性に関する情報なし。

陽性
ヒト肝細胞L-02細胞では, MN, NPB, BUDが統計的に有意に増加した。
肝細胞癌細胞QGYでは増加はみられなかった。

Reliability: 2
陽性対照群なし
結果がグラフで記載されている。数値や繰
り返し回数の情報がない。

Limited Wang et al., 2018

45 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
L-929 マウス線維芽細胞

15, 30, 60 µg/mL
24時間培養

TiO2NPs, ルチル型, 90 nm (TEM) NSC: 3
分散に関する情報なし。高い凝集傾向が報告
されている。

陰性
MTT及びCBPIアッセイによる細胞毒性がない。

Reliability: 2
分散及び取込みに関する情報が不足してい
る。

Limited Pittol et al., 2018

46 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験
ヒト末梢血 リンパ球 (ヒト由来)

25, 75, 125 µM (2, 6, 10 µg/ml) TiO2 NPs
ばく露: 24時間

TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型, 21
nm

NSC: 2
分散はばく露 条件下で測定 (培地はFBS使用)
。凝集体の存在が確認され, 24時間まで良好な
安定性を示した。

Inconclusive
ギャップを含む構造異常の割合のみ用量依存的に有意に増加した。

Reliability: 3 信頼性不十分
データ解析と結果の記載に基づく

Low Patel et al., 2017

47 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
Target cells: ヒト-ハムスター
hybrid AL細胞 (CHO-K1).

CBMN (cytokinesis-block micronucleus) 小核試験: 1又
は10 µg/mL, 24時間ばく露
細胞内ROS種 (ROS): 1 µg/mL TiO2 NPs, 24時間

TiO2NPs, アナターゼ型, 15 nm NSC: 1
分散を測定。NPと凝集体の細胞内への取込み
をTEMで確認。

陰性
TiO2 NPs処理した細胞において, 未処理対照群と比べて小核の増加はみられな
かった

Reliability: 5
TiO2 NPsとAs(III)の相互作用の調査を目的
とした研究。TiO2 NPs単独で処理したもの
を対照群とした。低濃度のTiO2 NPs処理の
みであり, 陽性対照群がない

Low Wang et al., 2017

48 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
細胞株4種:
肺上皮細胞 A549, ヒトグリオブ
ラストーマ A172, ヒト神経芽細
胞腫 SH-SY5Y, ヒト肝細胞癌

 

10, 50, 100, 200 µg/mL
3-24 時間処理に続き新鮮な培地で24 時間培養
小核形成はフローサイトメトリーにより評価
陽性対照: MMC

TiO2NPs (P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 1
細胞への取込みはフローサイトメトリーで確
認した。

陰性
TiO2 NPsは全ての細胞株で濃度及び時間依存的な傾向とともに取り込まれた。

Reliability: 1 High Brandao et al.,
2020

49 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
ヒト気管支上皮 BEAS-2B細胞

10, 100 µg/ml, 48時間; シトカラシンBは処理6時間後に
添加
陽性対照: MMC
2つの独立した試験において, 各用量濃度につき2000個の
二核細胞の小核をスコア。

TiO2 (NM-100), アナターゼ型, 50-
150 nm

NSC: 1
NANOGENOTOXプロジェクトの分散プロトコ
ル。
細胞内への取込みを確認。

陰性
NM-100は，いずれの用量においても小核の有意な増加を誘発しなかった。
Proliferation Indexによる生存率及び細胞複製率は, 全ての用量において処理後
に低下しなかった。

Reliability: 1 High Zijno et al., 2020

50 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
大腸がん細胞株HT29-MTX-E12

0.5, 5, 50 µg/ml
フローサイトメトリーにより小核をスコアリング

1) E171, アナターゼ型, 170 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型, < 25 nm

NSC: 2
プロトコルは意図的に大きな凝集を受け入れ
ている。
培地における凝集の情報がない。

陰性
E171とTiO2 NPsの両方で小核誘導はみられなかった。
E171はフローサイトメトリーのMN検出に大きく影響し, 小核発生率を90%以上
減少させた。
著者らによると, 小核の定量化を妨げない低い干渉がTiO2 NPsでみられた。
著者らが異種性のマーカーとして提唱している低二倍体細胞の増加は, E171と
TiO2 NPs処理群で観察されなかった。

Reliability: 3
フローサイトメトリーによる測定は, TiO2
(ナノ) 粒子に対して十分な信頼性ないと考
えられる。

Low 小核および低倍数核は陰性だったが、本研究で用いた
フローサイトメトリーによるスコアリング法では、凝
集体の存在が小核の検出を妨害していた。
ばく露媒体中の粒子の凝集状態は確認されておらず、
粒子の細胞への取り込みは評価されていない。
24時間後および48時間後に細胞毒性を示す証拠はな
い。

Franz et al., 2020

51 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験  (CBMN)
(ヒト表皮細胞株(A431))
MTTおよびニュートラルレッド
の取り込みアッセイ  (細胞毒性)
フローサイトメトリーおよび
TEM (細胞への取り込み)

0.008, 0.08, 0.8, 8, 80 µg/ml, 6時間 (-S9)
処理後CytoBを添加し、さらに18時間培養
陽性対照: エチルメタンスルホン酸エチル（6 mM）

TiO2NPs, アナターゼ型, 50 nm (TEM) NSC: 1
メディアで測定されたサイズ分布から、凝集
の度合いを確認
EMおよびフローサイトメトリーによりばく露
を確認

陽性
0.8 µg/ml 以上の濃度では、6 時間の曝露で統計的に有意な MN 形成の誘導が
観察されたが、CBPI には影響を与えなかった。
細胞毒性は、MTTおよびニュートラルレッドの取り込みアッセイによって試験
された。
48時間暴露後、細胞毒性はほとんど認められなかった。
フローサイトメトリーおよびTEMによる細胞取り込み測定：有意な細胞取り込
みの増加が観察された

Reliability: 1 High Shukla et al.,
2011

52 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験
(チャイニーズハムスター肺細胞
株(CHL/IU細胞）)

25- 800 µg/mL, w/o UV; 0.78- 28.5 µg/mL with UV (-
S9)
TiO2粒子とともに暗所で1時間培養後、1.25 J/cm2, 2.50
J/cm2, 5 J/cm2で50分間UV/vis光を照射
20時間培養後、2時間デメコルシン（0.1 µg/ml）を添加
して測定

TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル型,
1524 nm [パネルは、著者が試験物質
がアナターゼと記述していることに注
目している]

NSC: ３
分散に関する情報がない。

UV/vis非存在下: 陰性
UV/vis存在下: 陽性 (最小有効濃度12.5 µg/mL)
構造異常（染色体切断、交換）が統計的に有意に増加。
さらに、6.25 µg/mlを超える濃度では倍数体形成が増加することが報告されて
いる。
TiO2 NP (P25) は、UV/vis光存在下では、非存在下に比べて50倍以上の細胞毒
性を示した

Reliability: 2
取り込みは直接実証されていないが、細胞
毒性は報告されている。

Limited Nakagawa et al.,
1997
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53 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (CBMN法)
(ヒト気管支上皮BEAS2B細胞)
コメット試験

1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µg/cm2

ばく露: 24, 48, 72 時間(- S9)
粒子と同時にCytoBを細胞培養に添加
陽性対照: マイトマイシンC

1)TiO2, rutileルチル型, <5000 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型,
< 25 nm

NSC: 2
高レベルの凝集が観察され、TEMによりナノ
粒子の存在が測定されたが、データは報告さ
れていない。

アナターゼ型TiO2NPs: Equivocal
10 µg/cm2及び60µg/cm2で陽性、72時間ばく露後、小核細胞の統計的に有意な
増加を誘発（濃度依存性なし）、CBPIに影響なし。
 
TiO2: 陰性
MN の減少が観察された。CBPIに対する影響なし。

Reliability: 1
CytoBは粒子と同時に細胞培養に添加され
た。

Limited
明確な陽性結果の基準をすべ
て満たしているわけではな
い。

Falck et al., 2009

54 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (CBMN法)
(ヒト気管支上皮BEAS2B細胞)

10 -100 µg/ml (- S9)
24時間後にCytoBで18時間処理
陽性対照: メタンスルホン酸メチル
3種類の処理培地:
 (a) 低濃度のタンパク質（0.1% BSA）を含むKB
 (b) 低濃度のタンパク質（0.6% BSA）と0.001%の界面
活性剤を含むDM、
(c) KF、10%FBSを含む

TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル型,
1524 nm

NSC: 1
3つの分散プロトコルと各濃度の分散レベルが
報告され、ている。フローサイトメトリーと
暗視野顕微鏡で評価した高い凝集度と細胞イ
ンターナリゼージョンが確認された。

KF培地でTiO2 NPsを処理した細胞（KBおよびDM培地と比較して凝集度が低
い) : 陽性
統計的に有意なMN誘導（濃度依存性）
 
KBまたはDM培地中のTiO2 NP：陰性
いずれの濃度で処理したBEAS-2B細胞においてMN形成の増加は観察されな
かった。CBPIでは、細胞増殖に対する処理培地の差はみられなかったが、濃度
の影響が確認された。

細胞に送達されたTiO2NPsの濃度とフローサイトメーターで検出された側方散
乱の直接的な関係が示された。0時間および24時間のDLS（動的光散乱）データ
に基づく処理培地の凝集サイズの順位は、KB > DM > KFであった。SEM（走
査型電子顕微鏡）からも結果が確認された。

Reliability: 1 	 High Prasad et al.,
2013

55 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (CBMN法)
(ヒト肺がん細胞株 A549)
TiO２NPsのインターナリゼー
ジョン
細胞毒性 (MTT, LDH)
酸化ストレスマーカー (ROS、
GSH、LPO、カタラーゼ)
アポトーシスマーカー（RT-PCR,
western immunoblotting) 	

1-50 µg/mlで24時間処理した後、CytoBを添加して20時
間培養(- S9)
陽性対照: EMS
ばく露: 1–100 mg/ml, 6, 24, 48時間
酸化ストレスマーカー: 1–50 µg/ml, 6, 12, 24時間
アポトーシスマーカー: 1–50 µg/ml, 24,48時間

TiO2NPs, アナターゼ型, 25 nm NSC: 1
DLSサイズにより高い凝集性を確認。EMによ
り細胞インターナリゼージョンを確認 。

陽性
10-50 µg/ml, 24時間 で、統計的に有意かつ濃度依存的に増加した。1000 個以
上の二核細胞をスコア化した。
 TiO2 NPsの濃度依存的なインターナリゼージョンが確認された。30分間の培養
で粒子は細胞表面に付着し、さらに長時間の培養では皮質細胞質の小空胞に、
48時間ばく露ではミトコンドリアとゴルジ装置付近の細胞深部空胞にインター
ナリゼージョンが認められた。
細胞毒性：統計的に有意であり、濃度依存的であった。
酸化ストレスマーカー：統計的に有意で濃度依存的な ROSおよびLPOの増加、
GSHおよびカタラーゼの減少がみられた。
アポトーシス: 48時間後に顕著な統計的に有意なアポトーシス細胞の増加がみら
れた。P53, p21, caspase3 の発現が増加し、bcl2の発現が減少した。baxは変化
なし。

Reliability: 2
細胞毒性（CBPI）は測定されていない。
酸化的マーカー: 遺伝毒性に関するエンド
ポイントには言及されていないが、メカニ
ズムに関しては考慮される可能性がある.

Limited Srivastava et al.,
2013

56 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (CBMN法)
(ヒト末梢血リンパ球)

20-300 mg/mlで 6 時間処理した後、CytoB を添加して
24 時間培養
陽性対照: MMC
2つの別の培養から二核細胞2,000個と単核細胞1,000個を
採取

1)TiO2NPs (NM102), アナターゼ型,
21-22 nm
2) TiO2NPs (NM-105), アナターゼ/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 1
安定性も考慮した分散プロトコルによりナノ
レベルの凝集体を確認 。

Equivocal
NM-102: 125mg/mlで、小さいが（MNBN細胞1.6％対陰性対照1.05％）統計的
に有意な増加が見られた。濃度との相関はない。
 NM-105: Inconclusive
(TiO2NPsの取り込みの証拠がないため陰性）
細胞生存率および細胞周期の進行に影響はない。

Reliability: 2 (NM-102)
粒子取り込みの分析が行われていない。

Reliability: 3 (For NM-105)

Limited (NM-102)
 
Low relevance (NM-105)

Tavares et al.,
2014

57 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
(末梢血リンパ球(PBL) )

20, 50, 100 µg/ml
リンパ球刺激24時間後、TiO2NPs処理
CytoB処理20時間後 、72時間後採取

TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル型,
15-24 nm

NSC: 2
培地への超音波照射を含む分散プロトコルが
あるが、結果は公表されていない。

陽性
濃度依存的に増加した。
細胞毒性: 濃度および時間に依存して細胞生存率が低下した。

Reliability: 2
陽性対照がない。
細胞増殖（CBPIまたはRI）を同時に測定し
ていない。

Limited Kang et al., 2008

58 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験
肺（気管支上皮BEAS 2Bおよび
16 HBE、肺胞A549）
腸（Caco-2、主に未分化細胞を
使用）
ヒト初代リンパ球
表皮（NHEKケラチノサイト）

濃度:
BEAS 2B, NM-102, NM 105: 0, 32, 64, 128, 256 µg/ml
16 HBE, NM-102: 0, 20, 40, 60  µg/ml
16 HBE, NM-105: 0, 8, 12 and 16  µg/ml
A549, NM-102: 0, 16, 32, 64 and 128 µg/ml
A549, NM-105: 0, 16, 32, 64, 128, 256, 512 µg/ml
C 2  NM 102  0  9 5  28  85  128 / l

1) TiO2NPs (NM102), アナターゼ型,
21-22 nm
2) TiO2NPs (NM-105), アナターゼ/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 1
Nanogenotox Project分散プロトコルを適用

TiO2 NPs (NM-102 and NM-105) In NHEK cells: 陽性
 
TiO2 NPs NM-102 in lymphocytes: Equivocal
 
TiO2 NPs NM-105 in lymphocytes: 陰性
 
TiO2 NP  (NM 102 d NM105) i  BEAS 2B  16 HBE  A549  C 2 ll

Reliability: 1 High NANOGENOTOX
Project, 2013
(Documentation
provided to EFSA
No. 7 and 8)

59 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験
チャイニーズハムスター卵巣
(CHO)細胞

Aroclor 1254誘発ラット肝S9の存在下および非存在下
(Fischer 344雄ラット)
濃度: 15, 20, 25 µg/ml
ばく露: 2時間 (+ S9), 8時間 (- S9)
陽性対照: マイトマイシンC (- S9), シクロホスファミド
(+ S9)

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,

   

- - - - 陰性 (+/- S9)
しかし、粒子の取り込みは評価されておらず、細胞毒
性に関する情報は報告されていない。
溶解度により最高用量が制限される。最初の試験では
20 µg/mlで陽性結果が得られたが (+ S9) 、その後の
試験では反応が報告されず、陰性と判断された。

Ivett et al., 1989
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

60 in vitro Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験
チャイニーズハムスター卵巣
(CHO)細胞

濃度: ～25 µg/ml
ばく露期間は不明 (- S9)
陽性対照および陰性対照の情報なし

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,
SEM 113-135nm, TEM 109-124nm,
100nm未満の粒子の割合は最大44％）
と同等とみられる。
Unitane® 0-220は、元素組成、粒子径

- - - - 陰性
しかし、粒子の取り込みは評価されておらず、細胞毒
性に関する情報は報告されていない。

Tennant et al.,
1987

61 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
雄マウス(swiss)
6- 8週齢
酸化ストレス反応

腹腔内投与
5日間連続投与
9. 38, 18.75, 37.50, 75, 150 mg/kg bw

TiO2NPs, アナターゼ型,
< 25 nm

NSC: 2
分散性、安定性を測定し、一定のレベルの凝
集を確認。

陽性-5日間の投与後、小核化した多色赤血球（MNPCEs）が有意かつ用量依存
的に増加し、PCE：NCE比が減少した。
最終投与から 5 日間の回復期間後（10 日目の屠殺）、MNPCEs の増加は、高
用量で有意であった。
すべての動物は、ばく露期間中健康であった。
動物の体重に有意な変化はなかった。
スーパーオキシドジスムターゼ活性，カタラーゼ活性，還元型グルタチオンレ

Reliability: 1 Limited
投与経路が食事からの摂取と
関連性がない

陽性（骨髄赤血球）
すべての用量で 5 日目に小核化 PCE が増加、
PCE/NCEs 比が減少。試験した最高用量でのみ 10 日
目に小核化 PCE が増加、37.5 mg/kg bw/d 以上の用
量から 10 日目に PCEs/NCEs 比が減少。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして

Fadoju et al.,
2019

62 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
雄マウス(Albino)

腹腔内投与
0, 150, 250, 500 mg/kg bw
20-25 匹/群
投与: 7, 15, 45 日間投与(daily)

TiO2NPs, 83.4 nm
(SEM) (結晶型不明)

NSC: 2
分散性、安定性を測定し、一定のレベルの凝
集を確認。

方法には、小核試験のプロトコルが記載されているが、結果で報告されている
データは、極めて少数の分裂中期の細胞の染色体異常に関するものである。
本研究で報告された結果の重要性を評価することはできない。

Reliability: 4
方法と結果の記述が不十分で、評価できな
い。

None
報告された結果と方法が矛盾
している
投与経路が食事からの摂取と
関連性がない

解釈が困難（方法と結果の不一致）
最低投与量が 50mg/kg bw/d か 150mg/kg bw/d か不
明 (おそらく 50mg/kg bw/d)
陽性対照がない。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Rizk et al., 2020

63 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験 (骨髄)
雄マウス(Swiss-Albino)

強制経口投与
生理食塩水中のTiO2 NPを1日5回連続投与
Group 1: 溶媒対照 (0.5 ml saline solution),
Groups 2-4: 50, 250, 500 mg/kg bw TiO2NPs (21nm)
Groups 5-7:  50, 250, 500 mg/kg bw TiO2NPs (80 nm)
15 匹/群
1 匹あたり 100 個の細胞分裂中期の染色体異常 (ギャッ
プ 切断 フラグメント 欠失) を解析

TiO2NPs, 21 nm (結晶型不明)
TiO2NPs, 80 nm (結晶型不明)

NSC: 4
高用量。分散に関する情報がない。

陽性。染色体異常の割合が用量依存的に増加した。 Reliability: 3
細胞分裂中期の細胞数が研究プロトコール
と一致しない。ギャップが異常値の計算に
含まれる。
陽性対照なし。

Low 陽性(骨髄細胞)
染色体異常を有するメタフェースの平均割合が、両試
験物質とも最低用量から用量依存的に増加した。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Ali et al., 2019

64 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験 (骨髄)
雄マウス(Swiss-Albino)
5 匹/群

腹腔内投与
50, 250, 500 mg/kg bw
7,  14, 45 日間投与(daily)
投与24時間後に骨髄を採取

TiO2NPs, 21 nm (結晶型不明) NSC: 3
分散に関する情報はないが、ヒドロキシルプ
ロピルメチルセルロース（HPMC）を溶媒に
使用することで、凝集抑制に貢献した可能性
がある。

Inconclusive
45日間投与後の染色体異常の用量依存的な増加
投与7日後および14日後には染色体異常の有意な増加はみられなかった（データ
の記載なし）

Reliability: 3
陽性対照なし 。
解析した分裂中期の細胞数が少ない
(300/group)
結果が全体に対する割合で報告されてい
る。
染色体異常の割合にギャップが含まれる。

Low
限られた研究内容
投与経路は食事からの摂取と
は関連性がない

45 日で陽性（骨髄細胞）
45日後、試験した最低用量から統計的に有意な異常の
増加が見られ、用量反応性が示唆された。
7 日間および 14 日間は陰性。
赤血球は1匹あたり300個しか分析されていない
（OECDガイドラインでは、骨髄では少なくとも500
個の赤血球が必要）。

Rizk et al., 2017

65 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
雄マウス(Balb/c)
4 匹/群

腹腔内投与
0.1, 1, 3 g/kg bw 単回投与
投与24時間後に骨髄を採取
1 g/kg bw 単回投与
投与 24, 48, 72, 96時間後に骨髄を採取

TiO2NPs, ルチル型,
28.88 nm (XRD), 5-45 nm (TEM)

NSC: 2
使用前に15分間超音波処理を実施。

陽性
用量依存的なMNPCEの増加。
1 g/kg bw投与群における時間依存的なMNPCEの減少。
24、48、72時間後の投与群における小核頻度の割合は、対照群よりも高かった
（p< 0.05）。96時間後は、投与群では対照群に対する有意差はなかった。

Reliability: 2
MNPCE のベースライン発生率が極めて低
いこと。
表とグラフのデータの不一致。

Limited
限られた研究内容
投与経路は食事からの摂取と
は関連性がない

両試験で陽性（骨髄細胞）
試験 1：24 時間で1000 mg/kg bw/d から 多染性赤血
球の小核頻度が増加。
試験 2： 24、48、72 時間後で多色性赤血球における
小核頻度が増加、96 時間後では増加しない。
陽性対照なし。著者らは、陽性対照は滅菌水による処
理（真の陽性対照はない）、陰性対照は無処理と報告
している。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化

Single intraperitoneal injection of
vehicle control (sterile water) or
doses of 100, 1000, or 3000 mg/kg
bw/d TiO2 in sterile water in the
first experiment and vehicle control
(sterile water) or 1000 mg/kg bw/d
TiO2 in sterile water in the second
experiment.
Untreated control group also

Lotfi et al., 2016

66 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
雄マウス(Balb/c)
4 匹/群

腹腔内投与
10, 100, 500 mg/kg bw 単回投与
投与24時間後に骨髄を採取

TiO2NPs, アナターゼ型,
20.17 nm (XRD), 1-25 nm (TEM),

NSC: 2
懸濁液を水中に分散させ超音波処理を実施。

あいまいな結果(Equivocal)
最高用量においてのみ、小核頻度の有意な増加（p< 0.05）がみられた。
低用量では一貫性のない結果であった。

Reliability: 2
Single samplingにより、ベースラインの
MNPCE発生率が極めて低い。
表とグラフのデータに一貫性がない

Limited
限られた研究内容
投与経路は食事からの摂取と
は関連性がない

陽性（骨髄細胞）
多色赤血球における小核形成の頻度が統計的に有意に
増加したが、用量反応性は認められなかった。
陽性対照なし。著者らは、陽性対照を滅菌水による処
理（真の陽性対照ではない）、陰性対照を無処理と報
告している。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Zirak et al., 2016
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67 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
染色体異常試験 (骨髄)
マウス(Swiss-Albino)

強制経口投与　90日間
200,  500 mg/kg bw/day
5 匹/性/群

TiO2NPs, 58.25
8.11 nm (SEM) (結晶型不明)

NSC: 4
分散に関する情報が不十分、高用量のみの実
施。

小核試験：陽性。最高用量におけるMNPCEの平均%の有意な増加（P<0.01）。
PCE/全赤血球の比率は、どの用量においても、投与による影響を受けなかっ
た。
染色体異常試験：陽性。最高用量で染色体異常の発生率が有意に増加した
(P<0.01)。

Reliability: 2
MNPCEや異常細胞の総数とその頻度の比
較において、データに矛盾がみられる。

Limited 陽性(骨髄細胞)
最高用量で小核化した多染性赤血球の割合が統計的に
有意に増加し、用量反応性の証拠が示された。
試験した最高用量で染色体異常の総数が統計的に有意
に増加し、用量反応性の証拠が示された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Chakrabarti et
al., 2019

68 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
雄ラット (Wistar)

強制経口投与　亜慢性(60日間)
50, 100, 200 mg/kg bw/dayを蒸留水に懸濁
6匹/群

TiO2NPs, アナターゼ型, 5-12 nm NSC: 2
追加情報なしで超音波処理が実施されてい
る。

陽性
最高用量2回で、MNPCEに有意かつ用量に関連した増加がみられた。最高用量
でPCE/全赤血球比が有意に減少した。

Reliability: 2
投与によりハインツ小体を持つ異常な形状
の赤血球の形成を伴う、明確な血液毒性が
確認された。骨髄におけるMNPCEのスコ
アリングにバイアスをかけているかは不
明。

Limited 陽性（骨髄赤血球）
100 mg/kg bw/d から小核化したPCEの発生率が増
加。試験した最高用量で%PCEが減少。陽性対照な
し。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Grissa et al.,
2015

69 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (骨髄)
ラット (Wistar)
雌
6-8 匹/群

単回投与
0.59 mg/kg bw (= 1% of LD50)
静脈内投与
1日後, 1週間後, 2週間後, 3週間後, 4週間後に屠殺
骨髄細胞 (未熟赤血球) の小核MN判定

TiO2NPs (NM- 105),
アナターゼ型/ルチル型, 15-
24 nm

NSC: 1
粒子の二峰性分布の結果が報告されており,
61%が84nmであることから, in vivoでは凝集
が少ないことが示唆された。

Inconclusive
未熟赤血球 (PCE) の小核発生率は増加せず, 投与に関連する細胞毒性も認めら
れない (未熟赤血球の割合の減少) 。

Reliability: 3
サンプリングスケジュールが不適切, 低用
量単回投与, 陽性対照なし

Low
限られた研究内容
食事からの摂取に関連しない
投与経路

全時点で陰性（骨髄赤血球）
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Kazimirova et al.,
2019

70 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (末梢血網状赤血球
(RETs))
雄ラット (Wistar)
6 匹/群

5, 25, 50 mg/kg/bw 静脈内投与
1週間おきに30日間投与
最終投与後に採血。

TiO2NPs, アナターゼ型, 10-26 nm
(TEM)
(粒子表面の化学組成について, 18％の
銅が報告されている)

NSC: 1
良好なレベルの分散を確認したが, 静脈投与で
使用する濃度より100～1000倍低い濃度で
あったため, 使用量での凝集の可能性は排除で
きない。Tiは組織で測定されたが, 細胞内への
取込みに関する情報はない。

陽性
用量依存的なMN- RETsの増加 (p<0.05)

Reliability: 3
陽性対照が含まれていない
研究デザインの報告が不十分

Low
限られた研究内容
食事からの摂取に関係しない
投与経路
試験物質の化学組成。

陽性(末梢血細胞)
25 mg/kg bw/d から小核形成が増加。
試験方法・結果の詳細が不十分である。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Kumar et al.,
2016

71 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (末梢血網状赤血球
(RETs))
雄マウス (gpt Delta transgenic
C57BL/6J)
5 匹/群

2, 10, 50 mg/kg bw/week
4週連続投与
静脈内投与
最終投与後2日目と9日目に採取した血液検体中の小核頻
度を測定した。

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-
24 nm

NSC: 1
各濃度で分散度を測定し, Ti検出によるEMで
細胞内在性を確認。

陰性
網状赤血球の減少はみられなかった
50mg/kgのTiO2NP投与群の%RETは, 2日目に対照群に比べ有意に高い値を示し
た

Reliability: 2
陽性対照群がない

Limited
投与経路は食事からの摂取と
関連がない

陰性(末梢血網状赤血球)
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Suzuki et al.,
2016

72 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (bone marrow)
雄マウス(albino)

100, 200, 400 mg/kg bw;
腹腔内投与 (週1回投与, 1ヵ月間)
10 匹/群
陽性対照: シクロホスファミド (CP)

TiO2, アナターゼ型 (その他の情報な
し)

NSC: 3
分散性, 安定性に関する情報は提供されていな
い。

陽性
最高用量においてのみ, MNPCEが有意に増加した。

Reliabilit: 3
サンプリング時間が報告されていない
結果の報告が不十分

Low
試験材料の特性評価不足。
限られた研究内容
投与経路は食事からの摂取と
関連がない

陽性（骨髄細胞）
小核化したPCEの発生率は、試験した最高用量で増加
したが、低用量または中用量では増加しなかった。容
量反応の証拠。
各処理群につき5匹または10匹のマウスを試験したか
は不明。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化

El-Bassyouni et
al., 2017

73 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

染色体異常試験
雄マウス (Swiss albino)
5 匹/群

強制経口投与 28日間
0.2, 0.4, 0.8 mg/kg/day
陽性対照: MMC (腹腔内投与)
最終投与から 18 時間後に骨髄を採取
1 匹あたり 150 個の細胞分裂中期を解析

TiO2NPs, ルチル型, 21-31 nm (TEM),
球状及び棒状粒子(TEM), 21-31 nm
(TEM)

NSC: 2
分散測定により高い凝集度を確認した。

陽性
染色体異常 (ギャップを除く) を有する細胞の用量依存的な増加がみられ, 高用
量の2用量で有意であった。有糸分裂指数はそれぞれ40％と65％減少した。

Reliability: 2
表1のデータが, 方法に記載にある減数分裂
中期の細胞数750 (150×5匹) のスコアと整
合していない。

Limited 陽性（骨髄細胞）
0.4 mg/kg bw/d 以上から染色体異常細胞の割合と細
胞あたりの染色体異常数が統計的に有意に増加し、用
量反応性が示された。
染色体異常は、染色体切断と等染色体切断が最も多く
観察された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Manivannan et
al., 2020

74 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (bone marrow cellsc)
雄マウス (Swiss albino)
5 匹/群

強制経口投与 14 日間
10, 50, 100 mg/kg bw/day
陽性対照 EMS
単回腹腔内投与 100 mg/kg b.w.

TiO2NPs, アナターゼ型, 20-50 nm NSC: 1
各用量について超音波照射と凝集レベルが報
告された。

陽性
MNPCEs の用量依存的な増加は, 最高用量においてのみ有意であった。
骨髄毒性に関するデータは報告されていない。

Reliability: 1 high 陽性(骨髄細胞)
試験した最高用量で小核形成が増加し、用量反応を示
す証拠がある。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Shukla et al.,
2014

75 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験 (peripheral blood)
雄ラット(SD)
4 匹/群

8日間で3回の気管内投与
0.5, 2.5, 10 mg/kg bw
分析: ばく露2 時間後及び35日後

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-
24 nm

NSC: 1
各用量及びばく量について組織中の測定値で
確認された凝集度が報告されている。

あいまいな結果(Equivocal)
ばく露2時間後:
投与後35日目には小核頻度の増加はみられなかった。
用量反応関係なしに, すべての用量で小核頻度が有意に増加した。

Reliability: 3
対照群がない
適切な研究計画がない

Low Relier et al., 2017

8



添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

76 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血および骨髄赤
血球）
雄マウス(B6C3F1)
5匹/群

腹腔内注射　3日間
最終投与の48時間後に屠殺
1) 250, 500, 1,000 mg/kg bw（骨髄、末梢血）
2) 500, 1,000, 1,500 mg/kg bw （骨髄）

TiO2NPs (Unitane® 0220)
アナターゼ型,  > 100 nm

NSC: 3
分散に関する情報はない。

Equivocal
明確な陽性の判断基準を全て満たしているわけではない (すべての値は、この研
究で観察された自然対照値の範囲内であった) 。
1) 骨髄試験において、MN は 1,000 mg/kg bwで増加し、有意な用量依存傾向
を示した。 末梢血試験においてもMNは増加したが有意ではなかった。
2) MN は 1,000 mg/kg bwで増加したが、有意な用量依存傾向は示さなかっ
た。

Reliability: 2
不明瞭な結果
陽性対照なし
 
 
 

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。
明確な陽性結果の基準のすべ
てが満たされているわけでは
ない。
 

陰性：両試験において（骨髄赤血球、末梢血網状赤血
球）

実験1．
骨髄赤血球では、統計的に有意な正の相関が観察され
た。最高用量で1,000PCEあたりの小核細胞数が対照
と比較して統計的に有意に増加したが、明確な用量反

Shelby et al.,
1993

77 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血および骨髄赤
血球）
雄マウス(B6C3F1)

Shelby et al, 1993と同様 TiO2NPs (Unitane® 0220)
アナターゼ型,  > 100 nm

Shelby et al, 1993と同様 Shelby et al, 1993と同様 Shelby et al, 1993と同様 Shelby et al, 1993と同様 両時点で陰性(骨髄細胞) Shelby and Witt,
1995

78 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血網状赤血球）
雄マウス(B6C3F1)

腹腔内投与
0.5, 5.0, 50 mg/kg/day 3日間
陽性対照：140 mg/kg ENU腹腔内投与
最終投与の1日後に%MN-RET 頻度を観察

TiO2NPs,
アナターゼ型, 楕円形,
短軸 12.1 ± 3.2 nm (TEM)

NSC: 1
超音波処理を行い、各濃度における凝集、お
よび組織内の Ti レベルを測定してばく露を確
認した。

陰性 Reliability: 2
報告は投与経路（腹腔内または静脈内）に
ついて一貫していないが、著者らは腹腔内
を確認した。
骨髄中の TiO2 も測定された: 標的組織のば
く露が実証された。

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。

陰性（末梢血網状赤血球）
投与が静脈内または腹腔内投与で行われたか不明だ
が、EFSA FAF Panel (2021)は、腹腔内投与であるこ
とを著者に確認した。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない

Sadiq et al., 2012

79 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（骨髄）
雄ラット（SpragueDawley）
7匹/群

胃内投与 1回/日
0, 10, 50, 200 mg/kg 30日間

TiO2NPs,
アナターゼ型, 75 ± 15 nm

NSC: 2
超音波処理を行い、凝集を確認した (報告され
たサイズ 473.6 nm）。

陰性
PCE/NCE に変化はみられなかったが、投与終了時に上から2用量で骨髄細胞の
γH2AX 病巣の用量依存性の有意な増加がみられ、骨髄ばく露が確認された。

Reliability: 2
陽性対照なし

Limited 陰性（骨髄細胞）
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Chen et al., 2014

80 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血)
マウス C57Bl/6 transgenic
(LacZ)

静脈内投与
0, 10, 15 mg/kg bw 2日間
最終投与の42時間後に採血
陽性対照：120 mg/kg ENU腹腔内投与

TiO2NPs (NM102),
アナターゼ型, 21-22 nm

NSC: 1
Nanogenotox プロトコルと EM によるばく露
の確認 (ただし、すべてのデータが報告されて
いるわけではない。EM には Ti の検出は含ま
れない)

陰性 Reliability: 2
サンプリングは1回のみ

Limited 陰性(末梢血網状赤血球)
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Louro et al., 2014

81 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（骨髄PCEおよび網状
赤血球）
雄ラット（Wistar）7匹/群

静脈内投与
5 mg/kg bw 単回
投与 24 時間後、1 週間後、および 4 週間後に屠殺
PCE における MN の誘導を推定するために、細胞を
MayGrunwald および Giemsa 染色液により染色
網状赤血球におけるMNの誘導を評価するために、細胞を
アクリジンオレンジにより染色

TiO2NP (P25),
アナターゼ/ルチル型, 15 - 24nm

NSC: 2
投与前に超音波処理を行った。

陽性
MN 細胞の頻度は 24 時間後にのみ多染性赤芽球（PCE）で増加し、PCE%の変
化はみられなかった。 同じ血液塗抹標本において網状赤血球の MN は増加しな
かった。

Reliability: 2
陽性対照なし

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。

陽性（骨髄細胞）
24時間後にPCE1,000個あたりの微小核の数が増加し
たが、1週間および4週間では増加しなかった。PCE%
には影響がなく、すべての時点において染色体損傷は
陰性であった。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化

Dobrzynska et
al., 2014

82 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（骨髄）
雄ラット（Swiss Webster）
5匹/群

腹腔内投与
0, 500, 1000, 2000 mg/kg bw/day 5日間
24時間後に屠殺
陽性対照：cyclophosphamide

TiO2NP,
ルチル型とアナターゼ型の混合物
(XRD), 44 nm (XDR), 多面体形態
(TEM)

NSC: 1
組織中の Ti 測定によってばく露を確認した。
分散方法の情報なし。

陽性
PCE/NCEの減少

Reliability: 1 Limited
この試験で適用された腹腔内
投与経路は、非生理学的であ
るため、OECD ガイドライン
では推奨されていない。 さら
に、投与経路が食事からの摂
取に関連しない。

陽性（骨髄細胞）
小核化した PCE の発生率が増加、PCE/NCE 比が最低
用量から減少し、用量反応性の証拠が示された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

El-Ghor et al.,
2014

83 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血網状赤血球
(RET））雌雄ラット（Sprague-
Dawley Crl:CD）
雌雄各5匹/群

強制経口投与
500, 1,000 or 2,000 mg/kg bw
投与の48, 72時間後に末梢血を採取
20,000 RET/動物をフローサイトメトリーにより分析
陽性対照：Cyclophosphamide

5種のTiO2
1) TiO2NP、混合物 (89% アナターゼ
型/11% ルチル型)、流体力学的径43
nm (XSDC)、形状不規則 (TEM)
2) TiO2NP、アナターゼ型、流体力学
的径42 nm (XSDC)、形状不規則
(TEM)
3) TiO2NP、ルチル型、流体力学的径
47 nm (XSDC)、形状は棒状(TEM)
4) TiO2 (27% nano) (TEM)、アナター

1) NSC: 4
TiO2NP、特に TiO2NP混合物 (89% アナター
ゼ型/11% ルチル型) および TiO2NP (ルチル
型) について、高用量で高レベルの凝集が報告
されている。
2)～3) NSC: 4
TiO2NPs、混合物（89%アナターゼ型/11%ル
チル型）、TiO2NPs（ルチル型）について、
高用量で高レベルの凝集が報告されている。
4)～5) NSC: 4

1) Inconclusive
どの用量またはサンプリング時間でも、小核網状赤血球（MN-RET）の統計的
に有意な増加はみられなかった。しかし、全赤血球の %RET に統計的に有意な
減少はなく、どの用量でも毒性の徴候は認められなかった。 TiO2 NP の投与
後、血中 (48 または 72 時間) または肝臓 (72 時間) で、対照よりも用量依存的
な TiO2 NP 含有量の増加は確認されなかった。
2) Inconclusive
標的組織へのばく露が証明されなかったため。投与 48 時間後及び最高用量 72
時間後に 1000 mg/kgで雄に、2000mg/kgで雌に、統計的に有意なMNのわずか
な増加が報告されたが、これは同じ試験の陰性対照群と同程度であった。従っ

1)～5) Reliability: 3
%RETの測定では、標的組織へのばく露は
確認されなかった。毒物動態データからも
TiO2への全身ばく露は確認されなかった。

Low 陰性(末梢血網状赤血球)
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Donner et al.,
2016

84 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

雄 F1 (CBAxB6) マウス
小核試験 (前胃および結腸の上皮
細胞):
-MNの存在、核突出、異型核、
有糸分裂、二核細胞、凝縮クロ
マチン及び前胃における核濃縮
-アポトーシス指数
小核試験 (精巣):
-精子細胞について、小核細胞、
二核細胞、多核細胞、およびア
ポトーシス小体を持つ細胞、す

強制経口投与
TiO2 40, 200, 1,000 mg/kg 7日間
最終投与の24 時間後に屠殺

TiO2,
アナターゼ型, 160 nm ± 59.4 nm

NSC: 3
分散方法に関する情報がない。

陰性 (すべての組織) Reliability: 5
"‘poly-organ karyological assay’は、リス
ク評価の試験として検証された試験ではな
い。 さらに、評価されたパラメーター( 有
糸分裂指数、アポトーシス、精子細胞の核
異常) は、遺伝毒性を評価する上で不十分
である。” (EFSA ANS Panel、2016 年)

Low 陰性（前胃上皮および結腸上皮、精巣精子）
最高用量において、骨髄PCEにおける小核形成が統計
的有意に増加した。しかし、増加程度が小さく、生物
学的意義は不明であった。骨髄PCEにおける小核発生
率の分析は、OECD試験ガイドライン（474；1997）
から逸脱しており、推奨される2,000個以上のPCEで
はなく、1,000個のPCEについて計測されている。ま
た、骨髄PCEでは細胞毒性の証拠は観察されず、骨髄
への全身ばく露は確認されなかった。
前胃上皮や結腸上皮の細胞では小核、核突起、典型的
な核の証拠や精子細胞に小核が誘導された証拠はな

Sycheva et al.,
2011
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85 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（赤血球）
7 - 8週齢の雌雄ラット
(Crl:CD(SD)またはWistar
Crl:WI(Han))
OECD ガイドライン474

強制経口投与
濃度: 500, 1,000, 2,000 mg/kg bw
最終投与から48時間および72時間後に末梢血サンプルを
採取
溶媒対照: シクロホスファミド (10 mg/kg bw, 腹腔内注
射）

試験品3点:
1) TiO2 (着色用, pg-1): 中央粒径120
nm, 100 nm未満の粒子27％, アナター
ゼ型, 質量比表面積 8.1 m2/g, 等電点
pH4前後, 粒子全体および表面の元素
組成はK、P、Nbを含む（出典不明)

     

- - - - Equivocal: 3つの試験品すべて（末梢血網状赤血球）
しかし、血液と肝臓で測定されたTi濃度は一貫して低
く（血液 ≤1.14 µg/g ,肝臓 ≤0.316 µg/g）、投与量に
関わらずpg-1の経口バイオアベイラビリティは低いこ
とが示された。また、用量反応の証拠もなく、pg-1 投
与群および陰性対照群間で同程度の Ti 濃度が測定さ

Donner et al.,
2016

86 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（赤血球）
雄マウス (CBAxB6)
6匹/群

強制経口投与
濃度: 40, 200, 1,000 mg/kg bw/d
ばく露: 7日間
溶媒: 水
最終投与から24時間後に屠殺

TiO2 (化粧品用), 160 ± 59.4 nm, ア
ナターゼ型 (ロシアにおいて化粧品原
料として販売されている）
TiO2 粒子を蒸留水に分散して使用
（その他の詳細情報はない）

- - - - Equivocal (骨髄赤血球)
最高用量において、骨髄PCEにおける小核形成が統計
的に有意に増加したが、増加程度は小さく、生物学的
意義は不明である。骨髄PCEにおける小核発生率の解
析はOECDガイドライン (474:1997) から逸脱してお
り、推奨されるPCE 2,000個以上ではなく、PCE
1,000個が評価されている。また、骨髄PCEでは細胞
毒性の証拠は観察されず、骨髄への全身ばく露は確認
されなかった。
陽性対照なし。
投与された試験品は、食品添加物の二酸化チタンの形
態と比較できるほど十分に特徴づけられていないた

Sycheva et al.,
2011

87 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（骨髄細胞）
雄マウス (CBAxB6)
6匹/群

強制経口投与
濃度: 40, 200, 1,000 mg/kg bw/d
ばく露: 7日間
溶媒: 蒸留水
最終投与から24時間後に屠殺

TiO2-NPs, 33 ± 16.7 nm, アナターゼ
型  (供給元:ロシアの化粧品会社）
TiO2 粒子を蒸留水に分散して使用
（その他の詳細情報はない）

- - - - 陰性（骨髄細胞）
骨髄PCEにおける小核発生率の解析はOECD試験ガイ
ドライン(474:1997) から逸脱しており、推奨される
PCE 2,000個以上ではなく、PCE 1,000個が評価され
ている。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なさな
い。

Sycheva et al.,
2011

88 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（末梢血赤血球）
4-5月齢の雄マウス (
C57Bl/6Jpun/pun)
5匹/群

飲水投与
濃度: 60, 120, 300, 600 µg/mL (10, 20, 50, 100 mg/kg
bw/dに相当,平均体重30gのマウス1匹の平均水摂取量
5mL/日に基づく）
末梢血サンプルの採取時期は不明

TiO2-NPs, mean 21 nm, アナターゼ型
75%, ルチル型25% (Degussa-Evonik)
使用直前に水中の粒子を15分間超音波
処理することにより、安定した分散液
を調製

- - - - 陽性(末梢血赤血球)
最高用量で多色赤血球あたりの小核の頻度が増加した
が、用量反応を示す証拠はない。
陽性対照なし。
等価用量は 50, 100, 250, 500 mg/kg bw/d と報告さ
れているが、著者の報告によると、実際には 10, 20,
50  100 mg/kg bw/d であった

Trouiller et al.,
2009

89 in vivo Chromosomal aberrations/
mammalian cell
micronucleus test

小核試験（赤血球）
雌雄マウス ( ICR)
雌雄各4匹/群

静脈投与
濃度: 140, 300, 645 mg/kg bw
投与14日後に屠殺して骨髄を採取
溶媒: 生理食塩水
陽性対照: シクロホスファミド 20 mg/kg bw (屠殺する

 )

TiO2-NPs, 42.50 ± 60 nm, anataseア
ナターゼ型 (Hangzhou Wanjing
materials Co, Ltd)
生理食塩水中の粒子を400Wで 3分間
超音波処理することにより、安定した

- - - - 陰性（骨髄細胞）
カナダ保健省食品局は、この試験品物質を食品用二酸
化チタンのハザード特性評価と関連性があると見なし
ていない。

Xu et al., 2013

90 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
Caco-2細胞

0.143 µg/cm2
(corresponding to 1µg/mL) 24時間
陽性対照: H2O2

4回繰り返し, 二重試験
解析した細胞数: 50細胞/slide/experiment

E171 (39% nano) NSC: 2
分散性, 安定性を測定し, 一定の凝集を確認し
た。
特に高濃度での凝集が懸念されるが, BSAや
FBSの使用により軽減される。

陽性
統計的に有意な増加 (comet tail及び強度の中央値)
生存率 (トリパンブルー) > 80% の濃度の選択
生存率の低下: 14.3 µg/cm2 で27%, 143 µg/cm2 で73%。
ROS: 0.143 µg/cm2 及び 1.43 µg/cm2 では有意な増加なし

Reliability: 2
一用量試験

Limited 陽性、E171 および E171+AOM 条件で同様のレベル
の DNA 損傷。
試験したE171およびAOMの濃度では、細胞毒性を示
す証拠はない。
スライド作成、溶解、電気泳動は、さらなるDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。

Proquin et al.,
2017

91 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
Caco-2 細胞

0.143, 1.43 µg/cm2
(corresponding to 1 µg/mL, 10 µg/mL )
24時間
陽性対照: H2O2
4回繰り返し, 二重試験
解析した細胞数: 50細胞/slide/experiment

TiO2NPs, アナターゼ型, 10-30 nm
(SEM)

NSC: 2
分散性, 安定性を測定し, 一定の凝集を確認し
た。
特に高濃度での凝集が懸念されるが, BSAや
FBSの使用により軽減される。

陽性
統計的に有意な増加 (comet tail及び強度の中央値)
生存率の低下: 143μg/cm2で48.4%。
ROS: 0.143 µg/cm2 及び 1.43 µg/cm2 では有意な増加なし

Reliability: 1
二用量のみ

High Proquin et al.,
2017

92 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+ ROS産生
Caco-2 細胞

0.143 µg/cm2
(corresponding to 1µg/mL) 24時間
陽性対照: H2O2
4回繰り返し, 二重試験
解析した細胞数: 50細胞/slide/experiment

TiO2, 535 nm, > 100 nm (SEM) (結晶
型不明)

NSC: 2
分散性, 安定性を測定し, 一定の凝集を確認し
た。
特に高濃度での凝集が懸念されるが, BSAや
FBSの使用により軽減される。

陽性
統計的に有意な増加 (comet tail及び強度の中央値)
生存率の低下: 143 µg/cm2 で33%。
ROS: 1.43 µg/cm2で有意に増加

Reliability: 2
一用量試験

Limited Proquin et al.,
2017

93 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト末梢血単核細
胞 (PBMCs))
(2人由来)

0, 10, 50, 100, 200 µg/mL
24時間
陽性対照: H2O2
細胞生存確認: トリパンブルー
2試験, Duplicate slides/用量
解析した細胞数: 100細胞/用量
DNA 8-oxodGの定常レベル: HPLC:ECD

TiO2NPs, アナターゼ型, 20-60 (TEM) NSC: 1
5種のマテリアル。媒体中で十分なエネルギー
と安定性を有する分散が確認され, 粒子と凝集
体の存在が確認された。

陽性
アナターゼ型の50 µg/mLからNPのSSB (% DNA in tail)が統計的に有意に増加
した。細胞毒性はみられなかった。
DNA 8-oxodGは100μg/mlで6時間後と24時間後に有意に増加した。

Reliability: 1 High
DNA損傷に対してより敏感な
細胞の亜集団 (単球)の同定

Andreoli et al.,
2018
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
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EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

94 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト末梢血単核細
胞 (PBMCs))
(2人由来)

0, 10, 50, 100, 200 µg/mL
24時間
陽性対照: H2O2
細胞生存確認: トリパンブルー
2試験, Duplicate slides/用量
解析した細胞数: 100細胞/用量

  

TiO2NPs, ルチル型: rod-like, 30-100
(TEM)

NSC: 1
5種のマテリアル。媒体中で十分なエネルギー
と安定性を有する分散が確認され, 粒子と凝集
体の存在が確認された。

陽性
ルチル型NPのSSBは100μg/mLから統計的に有意に増加した。
細胞毒性はみられなかった。
DNA 8-oxodGは100μg/mlで6時間後と24時間後に有意に増加した。

Reliability: 1 High Andreoli et al.,
2018

95 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト末梢血単核細
胞 (PBMCs))
(2人由来)

0, 10, 50, 100, 200 µg/mL
24時間
陽性対照: H2O2
細胞生存確認: トリパンブルー
2試験, Duplicate slides/用量
解析した細胞数: 100細胞/用量
DNA 8-oxodGの定常レベル: HPLC:ECD

TiO2, アナターゼ型/ルチル型,
3種の形態 (球状, 不規則, 棒状)
45-262 nm (TEM)

NSC: 1
5種のマテリアル。媒体中で十分なエネルギー
と安定性を有する分散が確認され, 粒子と凝集
体の存在が確認された。

陽性
混合物NPのSSBは, 50μg/mLから統計的に有意に増加した。
細胞毒性はみられなかった。
DNA 8-oxodGは100μg/mlで6時間後と24時間後に有意に増加した。

Reliability: 1 High Andreoli et al.,
2018

96 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト末梢血単核細
胞 (PBMCs))
(2人由来)

0, 10, 50, 100, 200 µg/mL
24時間
陽性対照: H2O2
細胞生存確認: トリパンブルー
2試験, Duplicate slides/用量
解析した細胞数: 100細胞/用量
DNA 8-oxodGの定常レベル: HPLC:ECD

TiO2, アナターゼ型,50-270 nm
(TEM),
TEMによるNPsと異なる形態

NSC: 1
5種のマテリアル。媒体中で十分なエネルギー
と安定性を有する分散が確認され, 粒子と凝集
体の存在が確認された。

陽性
アナターゼ型MPのSSBが200μg/mLから統計的に有意に増加した。
細胞毒性はみられなかった。
DNA 8-oxodGは100μg/mlで6時間後と24時間後に有意に増加した。

Reliability: 1 High Andreoli et al.,
2018

97 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト末梢血単核細
胞 (PBMCs))
(2人由来)

0, 10, 50, 100, 200 µg/mL
24時間
陽性対照: H2O2
細胞生存確認: トリパンブルー
2試験, Duplicate slides/用量
解析した細胞数: 100細胞/用量
DNA 8-oxodGの定常レベル: HPLC:ECD

TiO2, ルチル型, 50-3000 nm (TEM),
TEMによるNPsと異なる形態

NSC: 1
5種のマテリアル。媒体中で十分なエネルギー
と安定性を有する分散が確認され, 粒子と凝集
体の存在が確認された。

陽性
ルチル型MPで200μg/mLからSSBが有意に増加した。
細胞毒性はみられなかった。
DNA 8-oxodGは100μg/mlで6時間後と24時間後に有意に増加した。

Reliability: 1 High Andreoli et al.,
2018

98 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg and Endo III
Caco-2細胞
酸化ストレス (OGG1
expression)

1, 2.5 µg/cm2 (6.4, 16.0 µg/mL)
2, 4, 6, 24 時間
陽性対照: H2O2
両濃度も sub-toxic (データなし)
HPLC/ECDによるDNA 8-oxodGの定常レベルの測定
ウエスタンブロットによるOGG1発現測定:  2.5 µg/cm2
NPs (16.0 µg/ml)
6時間投与

TiO2NPs, アナターゼ型, 20-60 nm
(TEM)

NSC: 2
分散性, 安定性を測定し, 一定の凝集を確認。

陽性
わずかな実験において濃度と時間に関する効果の情報がない
Fpgで2.5 µg/cm2に2時間ばく露した後, SSBが3倍増加した。
1 µg/cm2 の Endo III に 24 時間ばく露した後, SSBs が 2 倍に増加した。
6時間 (主に) 及び24時間の処理で, DNA 8-oxodGの基底レベルが対照群と比較
して有意に増加した。陽性対照で生成された酸化レベルに匹敵する増であっ
た。
OGG1タンパク質の統計的に有意な過剰発現がみられた。

Reliability: 2
二用量のみ
細胞毒性情報がない

Limited
(より機械的な試験)

Zijno et al., 2015

99 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト皮膚微小血管内皮細胞株
(HMEC-1)
+ ROS測定

10 mg/L NPs
24時間
細胞毒性 乳酸脱水素酵素 (LDH) 遊離測定
Olive tail moment (OTM) 測定

1) TiO2NPs, ルチル型, 1-3 nm,
2) TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型,
30 nm

NSC: 1
細胞内への取込みを測定し, 凝集が十分に考慮
され, 結果に反映されている。

陽性
両方のTiO2 NPsでOTMが統計的に有意に増加した。
細胞毒性: 40 mg/mLで13%
ROS:
TiO2 NPアナタ ゼ型/ルチル型 (30 nm) は  細胞培養液中でわずかなROSを発

Reliability: 3
陰性対照細胞の損傷レベルが高い (50%)。
一用量試験
実験の詳細の説明が不十分。

Low Bayat et al.,2015

100 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (ヒト抹消血リンパ
球 (whole blood))
(3人の健常人由来)

0, 50, 100, 150 mM (0, 3995, 7990, 11985 µg/mL)
ばく露: 1時間
陰性対照: リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) (溶媒)
100核/用量
コメット型ヌクレオイドの目視によるスコアリング
DNA損傷を受けた細胞の平均数

TiO2NPs, アナターゼ型, 45 angström
(4.5 nm),

NSC: 4
分散と高濃度投与に関する情報がない。

Inconclusive
PBSと比較して, 統計的に有意なDNA損傷の増加はみられなかった。

Reliability: 3
不適切な研究デザイン
1時間のみばく露
陽性対照なし
低感度のスコアリング種類
細胞毒性および取込みに関する情報が提供
されていない。

Low Bajic et al., 2017

101 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
BEAS-2B 正常ヒト気管支肺細胞
A549 ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞
+ 8-オキソ-dGuo及び5-メチルデ
オキシシトシン(5-Me-dC)

TiO2 NPs 0, 10, 100 µg/mL
ばく露: 4, 24, 48 時間
FBSフリー培養液
comet tail強度の測定
陰性対照: FBSフリー培養液

TiO2NPs (NM-105), アナターゼ型/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 2
ばく露前及びばく露条件下で分散と安定性を
評価した。流体力学的直径は720±20nm, PDI
は0.50±0.02にシフトし, 特にばく露48時間後
に凝集が示唆された。

陽性
両細胞株の全てのばく露時間で, 100 µg/mL で SSB 及び/又は alkalilabile sites
を誘導した。
4時間後: A549細胞でBEAS-2Bよりも有意に高いレベルのDNA損傷が発生し
た。

Reliability: 2
陽性対照なし
4時間後に細胞毒性を観察していない。

Limited Biola-Clier et al.,
2017

102 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト抹消血リンパ球
(1 donor)

25, 75, 125 µM TiO2 NPs (2, 6, 10 µg/mL)
ばく露: 24時間
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: mitomycin C (MMC)
Olive tail moment (µm)とTailに含まれるDNAの割合の測
定

TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型, 21
nm

NSC: 2
ばく露条件下で分散性を測定 (培地はFBSを使
用) 。凝集体の存在を確認し, 24時間まで良好
な安定性を示した。

陽性
75, 125 µMで% Tail DNAとOlive Tail Momentが有意に増加した。
25 µMで% Tail DNAのみ有意に増加した。

Reliability: 3
単一ドナーから提供された細胞のみを分析
細胞毒性の情報は提供されていない。
プロトコルの説明が不十分
50細胞/濃度のみ分析
MMCはコメット試験の陽性対照物質に適

Low Patel et al., 2017

103 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞
(A549)
+/- Fpg
and Endo III

10, 20, 40 µg/cm2 (32, 64, 128 µg/mL)
ばく露: 48 時間
Trevigen protocol: DNA in the tail (%) の測定
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: H2O2
2回の実験で100細胞/濃度を分析
細胞毒性: コロニー形成効率 (CFE) :  (1.25-80 µg/cm2 =
8 3 266 6 g/ L  24  48  72時間ばく露) 

TiO2NPs (P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm.

NSC: 1
分散が報告され, 電子顕微鏡で細胞への取込み
が確認された。凝集レベルが観察され, ばく露
した細胞における凝集体の内在化も観察され
た。

陽性
tail DNA%は, 用量依存的に有意に増加した。Fpg: 128 µg/mL で 陽性, Endo III:
すべての濃度で 陽性。
弱いが有意な細胞生存率の低下 (80 µg/cm2 TiO2NPsで24時間後の最大低
下%CFEは約60％) 。

Reliability: 1 High Stoccoro et al.,
2017
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assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

104 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト末梢血単核細胞 PBMC
健常者 (HI) ；大腸ポリポーシス
患者 (PLP) ；結腸癌患者 (CRC)
複数ドナー (20サンプル/ドナー/

10, 40, 80 µg/mL
ばく露: 30 分間
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: H2O2
olive tail moment (OTM) 及びtail DNA (%) の測定

   

TiO2NPs, アナターゼ型, 34 nm (20-
64 nm) (SEM)

NSC: 2
分散測定し凝集を確認のうえ, 用量及びばく露
時間を共に増加させた。

陽性
HI:
統計的に有意ではない用量依存的なOTMのDNA損傷の誘発は及び tail DNAの増
加がみられた。
PLP:

    

Reliability: 2
短期ばく露: 30分間

Limited
疾患の患者における感受性の
増加との関連性は定かではな
いが、興味深い情報である。

Kurzawa-Zegota
et al., 2017

105 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/-Fpgテスト
Caco-2細胞
ヒト肝芽腫HepG2細胞株
mES細胞 (初代マウス胚性線維芽
細胞
+ 細胞内 GSH の枯渇の測定
+ ToxTracker アッセイ

0, 0.98, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6 µg/cm2
(3.13, 6.25, 12.5, 25, 50 µg/ml)
ばく露: 4時間
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: H2O2 及び KBrO3
細胞毒性: WST-1 (細胞増殖薬) 24時間ばく露, LC20 (細
胞の20％が死滅した粒子濃度)
tail DNA (%) 及びFpg sensitive sitesの測定
2試験, 3回繰り返し

E 171, アナターゼ型 (0.2% ルチル型),
390 nm (DLS)

NSC: 2
媒体での分散性, 安定性を測定し, 一定の凝集
が確認された。高濃度 (50μg/mL, 15.6μ
g/cm2相当) で24時間までの良好な安定性が確
認された。

陽性
マウス幹細胞は最高用量において陽性であった。
HepG2及びCaco-2:
統計的有意性 - 線形回帰 (両細胞株) 及びプールされたばく露群 (HepG2) につ
いてのANOVA
+Fpg:
陽性: HepG2細胞株におけるFpg感受性部位の統計的有意な増加
Caco-2細胞株及びマウス幹細胞株において陰性
わずかな細胞毒性 HepG2 = 15.6 µg/cm2; Caco-2細胞 = 31.25 µg/cm2

Reliability: 1 High Caco-2細胞（未分化）：DNA鎖切断およびFpg感受性
部位の増加は陰性。細胞毒性を示す証拠なし。核の
DNA損傷の評価には視覚的スコアリング法を使用（ブ
ラインドで実施した場合は不明）。粒子の細胞への取
り込みは確認されていない。

ヒトHepG2肝細胞：DNA鎖切断及びFpg感受性部位の
増加は陰性。試験した最高用量（15.6 µg/cm2）で細
胞毒性の証拠が報告された。

4つの試験について表が分割されて記
載されていたので、１行あけて転記
しました。

Brown et al.,
2019

106 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
THP-1細胞 (ヒト単球由来細胞)
+/- Fpg試験
+ ROS測定

1, 10, 25 µg/mL
ばく露: 24時間
MTSアッセイによる細胞毒性試験
tail DNA (%) 及び Fpg sites sensitiveの測定
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: CdS04

TiO2 (NM-100), アナターゼ型, 50-
150 nm

NSC:1
Nanogenotoxプロトコルに従い試験期間中, 媒
体中の分散と安定性を測定した。小さく安定
した凝集体の存在が確認された。細胞内への
取込みを測定し, エンドソームで凝集体の存在
を確認した。

あいまいな結果(Equivocal)
弱いDNA損傷の誘発 (有意差のない濃度依存的なDNA鎖切断の増加) 。
+Fpg: 陰性
Fpg感受性部位の形成に有意な影響はない。
100 µg/mLまで細胞生存率への影響は観察されなかった。
ROSレベルへの影響は弱く, 24時間培養後でも有意な増加はみられなかった。

Reliability: 1 Limited Brzicova et al.,
2019

107 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
ヒト抹消血単球細胞 (PBMCs)
13人のドナー

3, 15, 75 µg/cm2 (6.75, 33.75, 168.75 µg/mL)
ばく露: 4時間又は24時間
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: H2O2
tail DNA (%) 及び Fpg sites sensitiveの測定
スライド複製/サンプル
100細胞/サンプル

TiO2NPs (P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 1
凝集評価のための2つの分散プロトコル (DP1,
DP2)
分散プロトコール1 (DP1)  NSC:1
分散に関して不十分な情報しか示されていな
いが, DLSを用いて十分な分散度 (102 (±15)
nmと285 (±67) nmの二峰性の分布) と分散安
定性 (Size stability Stable ～ 2 days) が確認

DP1を使用した13人中9人のドナーで陽性
DP1プール解析: 4時間ばく露後75 µg/cm2, 24時間ばく露後15 µg/cm2及び75 µ
g/cm2でDNA鎖切断が有意に増加した。Fpg感受性部位は4時間又は24時間ばく
露後も増加しなかった。
DP2: DNA損傷に有意な増加は観察されなかった。

Reliability: 1 High Kazimirova et al.,
2019

108 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト肝芽腫 HepG2 細胞, 前処理
なし, 及び tert-
butylhydroquinone で 16 時間前
処理した細胞 (tBHQ 細胞) 。
+ Nrf2(-/-)ノックアウトHepG2

Wild type cell line: 0.1, 1, 10 µg/mL
Knock out cell line: 1 µg/mL
ばく露: 24時間又は 6-24時間
3回繰り返し
100 細胞/サンプル
Olive tail moment (OTM) の測定

TiO2NPs, アナターゼ型, 10-25 nm
(SEM, TEM)

NSC: 2
ばく露条件下ではないが, 分散とzeta 電位を測
定したところ, zeta 電位の絶対値が高く, 非常
に低い濃度を使用していることから, 直接測定
していなくても良好な分散が期待できる。

陽性
コメット試験:
HepG2細胞の1 µg/mLでOTMの増加 (6-24時間) 。
Nrf2 (-/-) HepG2細胞ではOTMが3.4倍, tBHQ-HepG2細胞では1.1倍に増加した
(1μg/mLばく露後) 。
HepG2細胞におけるROSの生成: 濃度及び時間依存的な増加。

Reliability: 2
OTMが評価に用いられた。
実験の詳細が不十分
陽性対照なし

Limited Shi et al., 2015

109 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
PMBC及びリンパ芽球様TK6細胞
(血球系細胞)
ヒト脳内皮細胞 (HCEC)  (血管／
中枢神経系)
ラット肝細胞及びKupffer細胞
(肝臓)

0.12, 0.6, 3, 15, 75 µg/cm2 (0.57, 2.9, 14.4, 72.0, 360.2
µg/mL)
ばく露: 30分, 1, 2, 4, 24 時間
Kupffer細胞は4時間のみ
陰性対照: 未処理細胞及び Endorem®
陽性対照: H2O2, 肝細胞には7000 µW/cm2のUV照射
50 comets/slide (100 comets/サンプル) のスコアリン
グ

TiO2NPs (NM-105), アナターゼ型/ル
チル型, 15-24 nm

NSC:2
EUプロジェクトNanoTestの異なるレベルの分
散を持つ2つの分散プロトコル (Vedispと
UPdisp) を用いて検討したもの。
Vedisp分散液は, 凝集レベルが低く, 安定性が
確認され, 100 nm付近に1つのピーク, 300 nm
以下に2つのピークを持つ二峰性のサイズ分布
が確認された 投与依存的な影響が確認され

陽性
Vedisp: TK6, リンパ球, BeWo, Cos-1, Kupffer細胞
UPdisp: 16HBE14o, HCEC, TK6, Cos-1, HEK293, 肝細胞
DNA損傷の誘発は, NPの種類, ばく露時間, 濃度と関連している。
陽性の濃度-反応相関の証拠が弱い。細胞株間で用量反応相関に有意差なし。
TiO2NPsのVedispでは, 細胞毒性非存在下で有意なレベルのSSBsが誘導され
た。

Reliability: 1
結果の詳細は本出版物において報告されて
ないが、他の出版物にて確認することがで
きる。

High Cowie et al.,
2015

110 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
Caco-2細胞

50 µg/mL
ばく露: 6, 24, 48 時間
tail DNA%の測定
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: なし
細胞生存率: ばく露24時間後のMTTアッセイ (0-200 µ
g/mL)

1) TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型
(95/5%), 12±3 nm (TEM) [A12]
2) TiO2NPs ルチル型/アナターゼ型
(90/10%), 22±4 (TEM) [R20]

NSC: 1
ばく露条件下での分散性, 安定性を測定。特に
R20で不安定な凝集体の存在が確認された。細
胞への取込みが測定された。
R20は水中及び媒体中で高い凝集度を示す
>1000 nm, PdI >0.8

陰性
SB (鎖切断) やalkali labile sitesの誘発はない
過度の細胞毒性はない

Reliability: 3
一用量試験
陽性対照なし
R20 の高い凝集が存在し、結果の信頼性に
影響を与えた

Low Dorier et al.,
2015

111 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
Caco-2 細胞
Caco-2 細胞及び HT29-MTX
mucus-secreting細胞の共培養
ROSの定量 (CAT, GSR, SOD1
and 2)
遺伝子発現

ばく露:
- 急性ばく露: 6, 48時間, 10, 50 µg/mL
- 反復ばく露: 3 週間 (2回/週), 10, 50 µg/mL
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: Fpgの試験系のH2O2 検証: リボフラビン＋
UVAにばく露したA549細胞
3回繰り返し
% tail DNAの測定
細胞毒性:
- Caco-2細胞: WST-1アッセイ, 0-200 µg/mLに6時間又

1) E171, >95% アナターゼ型, 118±
53 nm),
% of NPs 30-55% (5バッチを分析)
2) TiO2NPs, アナターゼ型, 12±3 nm
(TEM) [A12]
3)TiO2NPs (P25), アナターゼ型/ルチ
ル型, 15-24 nm

NSC: 1
ばく露条件下での分散性, 安定性を測定。小さ
な凝集体が存在する可能性があるが, 48時間ま
で良好な安定性が確認された。細胞への取込
みが測定された。

急性ばく露: 陰性
A12又はE171にばく露したCaco-2又はCaco-2-HT29-MTX: Fpgの有無にかかわ
らず, 有意なDNA損傷はみられなかった。
反復ばく露: 陽性
E171にばく露したCaco-2: Fpg感受性部位が有意に増加した。
E171にばく露したCaco-2/HT29-MTX細胞: 50μg/mLでFpg感受性部位が有意
に増加した。
陰性: 単培養, 共培養ともに鎖切断は増加しなかった。
急性濃度のE171に48時間ばく露したCaco-2細胞では, 試験したすべての濃度で
細胞内ROS含量が有意に増加した。Caco-2/HT29-MTX細胞においても, 3つの

Reliability: 3
結果が十分に報告されていない。
%tail DNA は、コントロール セルの %tail
DNA と比較した倍率変化として表された。
ばく露群では絶対値が報告されておらず、
自然損傷を評価することはできない。

Low 急性ばく露試験ではDNA鎖切断とFpg感受性部位の増
加、慢性ばく露試験ではDNA鎖切断が単培養と共培養
の両方で陰性であった。
単培養では両用量で陽性、Fpg感受性部位がわずかに
増加したが、慢性ばく露試験では共培養で50 µg/mlの
場合のみ陽性であった。
DNA 損傷は陰性対照からの変化率として報告された
（処理群、陰性対照、陽性対照の絶対値は不明）。
適用されたばく露濃度は、「ヒトが1日に受けると推
定されるTiO2ばく露量を約10,000倍上回った」。

Health CANADAでは、ばく露時間が
異なるようです
Acute: exposed to E171 at
concentrations of 10 or 50
µg/ml for 6, 24 or 48 hours;

Dorier et al.,
2017

112 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
Caco-2細胞/HT29 MTX共培養
その他の試験: ROS, 8-oxo-dGuo
(HPLC, MS/MS) , 遺伝子発現
(DNA修復など) , DSB及び53BP1
foci count

50 µg/mL
ばく露: 24時間 (comet)
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: MMS for SSBs
Fpgテスト検証: リボフラビン＋UVAにばく露したA549細
胞
tail DNA (%) の測定
HPLC/MS-MSによる8-oxo-dGuoレベルの測定

 

1) E171, 118±53 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型, 12±3 nm
[A12]
3) TiO2NPs (NM-105), アナターゼ型/
ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
分散はばく露条件下で測定した。DLSを用い
て分散性はあるが安定性がないレベルを実証
した。

陰性
試験濃度において, SSB及びFpg感受性部位は検出されなかった。
200 µg/mLまで生存率に影響はみられなかった。
53BP1 foci immunostainingを介して検出されたDSBの有意な増加はなかった。
8-oxodGuoレベルの有意な増加はなかった。
ROSレベルは有意に増加した。

Reliability: 2
一用量試験

Limited DNA二本鎖切断について陰性（+/- S9）（細胞内の
53BP1免疫染色および8-oxo-dGuoレベルによって測
定）; DNA修復メカニズムが影響を受けたという証拠
はない。
6時間後 または 48 時間後における細胞毒性の証拠は
ない。
粒子の細胞への取り込みは確認されていない。
単一濃度のみの評価である。

Dorier et al.,
2019
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

113 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
-/+ Fpg
A549 (ヒト肺胞基底上皮腺癌細
胞)
TK6 (ヒトリンパ芽球様細胞)

0.01 - 75 µg/cm2 (A549)(0.14–140 µg /mL)
0.14 - 140 µg /mL (TK6)
3時間又は24時間ばく露 (comet)
tail DNA (%) の測定
陽性対照: H2O2 (SB) Ro19-8022＋可視光 (Fpg感受性部
位)
細胞毒性: アラマーブルー
生存率: コロニ 形成効率 (9 12日)

TiO2 (NM-100), アナターゼ型, 50-
150 nm

NSC: 1
Nanogenotoxプロトコルに従い分散性と安定
性を検討し, 溶媒 (懸濁液にBSAを使用) 中で
測定した。24時間までの良好な分散性と安定
性が確認された。

陽性
3時間ばく露で用量依存的なDNA損傷がSBとFpg感受性部位の両方でみられた。
24時間では減少した。
A549細胞では, TK6細胞よりも損傷が顕著であった。
細胞毒性:
- A549細胞: 細胞生存率に影響なし。
- TK6: 3時間後に生存率がわずかに低下し, 24時間後には回復した。

Reliability: 1 High El Yamani et al.,
2017

114 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験,
HeLa細胞

50及び200 µg/mL
ばく露: 48時間
全細胞と単離した核の比較
細胞毒性アッセイ - MTT
細胞内への取込み
目視によるスコアリング
陽性対照: H2O2

TiO2NPs, 20.3±2.1 nm (TEM) (結晶
型不明)

NSC: 2
分散と安定性についての情報は不十分だが, 難
溶性物質に対する試験デザインは適切であ
る。NPsの細胞内への取込みが測定されたが,
画像の報告はない。

陽性
50 µg/mL 及び 200 µg/mL で DNA SBs が増加した。
これらの濃度では, 細胞毒性は観察されなかった。

Reliability: 2
実験の詳細は与えられていない。
二用量のみ

Limited Ferraro et al.,
2016

115 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
Caco-2細胞/ HT29共培養

0, 12.5, 50, 150, 350 µg/mL
ばく露: 24 及び 48時間
陽性対照: MMS及びKBrO3
生存率: 増殖試験

1) TiO2NPs, アナターゼ型, 70-80 nm
(TEM)
2) TiO2NPs, ルチル型, rods, 40-70
nm (TEM)

NSC:1
Nanogenotoxプロトコルに基づき, 溶媒 (懸濁
液にBSAを使用) での分散性を測定。凝集体の
存在を確認し, 48時間まで良好な安定性を測定
した。細胞への取込みと移行が測定された。

陽性
24時間後の生存率は80%以上。48時間後には低下したが70%以上であった。
DNA SBは, 用量依存的に24時間で統計的に有意に増加し, 48時間ではアナター
ゼ型より減少した。
ルチル型は, 12.5, 50, 150 µg/mLで24時間, すべての用量で48時間において統計
的に有意な増加がみられた。
Fpg感受性部位は, 両試験とも有意な増加は認められなかった。

Reliability: 1 High Garcia-Rodriguez
et al., 2018

116 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
1人のドナー由来PBMCs
測定:
- 抗酸化酵素
- ROS
- 酸化ストレスマーカー

50, 100, 250, 500 ppm (50, 100, 25, 500 µg/mL)
ばく露: 1時間
細胞毒性試験: 赤血球 (haemolysis)
tail length測定
陽性対照: なし

TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型,
17.8 nm (XRD), 46-60 nm (TEM)

NSC: 3
分散に関する情報が不十分。

陽性
溶血: 50 ppm から濃度依存的 (250 ppm で 52.5%) 。
DNA損傷は50ppmから濃度依存的に増加した。
細胞毒性濃度で DNA 損傷がみられた。
酸化ストレスマーカー: 濃度依存的なカタラーゼ (CAT) , SODの増加, 脂質過酸
化 (LPO) : 濃度依存的なMDAの増加
GST  GSH: 濃度依存的な活性低下

Reliability: 3
限られた実験の詳細
不適切なデザイン:
- ばく露時間が1つのみ、短過ぎる。
- 陽性対照なし.

Low Khan et al., 2015

117 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
HT-29 (ヒト大腸腺癌細胞)

0, 2, 4, 6, 8, 10 µg/mL
ばく露: 24時間
細胞への取込み: 24時間
細胞毒性: トリパンブルー及びMTT
陽性対照: H2O2

TiO2NPs (P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 1
分散プロトコルを適用し, 全用量における細胞
取込みを定量化した (ICP-MS) 。最高用量は
細胞取込みのプラトー付近だと考えられる。

陽性
細胞毒性: トリパンブルー, MTTともに影響なし。
8及び10 µg/mLでは, DNA SBsに統計的に有意な増加はみられなかった。
fpg存在下, 8及び10 µg/mLでDNA SBsの増加。
細胞への取込み: 金属含有量の有意な増加。
アポトーシス: すべての濃度で同程度のレベルで, % early 及び late アポトーシ
ス細胞の有意な増加がみられた。

Reliability: 1
Fpg 感受性部位の評価に用いる陽性対照と
してH2O2は適していない。

High Schneider et al.,
2017

118 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
NIH/3T3 マウス線維芽細胞
SVK14ヒトケラチノサイト
BJヒト繊維芽細胞 (foreskin)
ROS産生

TiO2 NPs  IC50: 508.6-5659.8 µg/mL
ばく露:
1時間 (ROS),
6 時間 (コメット試験, ミトコンドリア膜電位変化, 細胞周
期決定)
24/48 時間 (MTT, Raman spectroscopy)
生存率 (MTT)
3試験

     

1) TiO2NPs, 28 nm (結晶型不明)
2) TiO2NPs (“Nanorutil”), 128 nm

NSC: 1
両方の試験物質において, 粒子の特性評価と細
胞内への取込みをラマン分光顕微鏡で確認し,
細胞内で凝集体を観察した。

Inconclusive
IC50はTiO2 NPsサンプルと細胞株によって500から5700 µg/mLの範囲。
TiO2NPs (28 nm) (より高いIC50): NIH/3T3細胞で顕著な損傷。
TiO2NPs (“nanorutil”) : ほとんど損傷なし。
TiO2 NPs (28 nm)で最も高いDNA SBs。
細胞内ROSの生成: TiO2NPsはすべての細胞株でIC50
濃度で有意な効果を示した。
アポトーシス: すべてのTiO2NPsのIC50濃度で, SVK14細胞株を除くすべての細

  

Reliability: 3
実験の詳細がほとんどない。
単一のばく露時間時点が用いられた。
非常に高い IC50 細胞毒性濃度での試験
陽性対照の報告なし

Low Tomankova et
al., 2015

119 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
Caco-2細胞 (分化及び未分化)

10, 25, 100 µg/mL  (生細胞増殖の結果に基づく)
ばく露: 24時間
取込み
生存率: 処理24時間後に細胞測定
陽性対照: MMS及びKBrO3
tail DNA (%) の測定

TiO2 (NM-100), アナターゼ型, 50-
150 nm

NSC: 1
Nanogenotoxプロトコルに基づき, 分散と安定
性を測定。NPの細胞内への取込みが確認され
た。

あいまいな結果(Equivocal)
1-200 µg/mLの範囲で80%以上の生存率
10 µg/mLでは, SBがわずかに増加し, Fpg感受性部位が減少した。高濃度では,
SB及びFpg感受性部位の増加はみられなかった。

Reliability: 1 Limited Vila et al., 2018

120 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
A549 ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞
+ 形態学的変化, 細胞周期進行
(PI染色によるフローサイトメト
リー) , ミトコンドリア膜電位及
びアポトーシスの解析

0, 50, 100, 200 µg/mL (0, 13, 26, 52 µg/cm2)
ばく露: 48時間
陽性対照: なし
Tail length測定: OTM及びtail DNA (%)
生存率 (MTT): 24, 48, 72時間ばく露 (25, 50, 100, 200 µ
g/mL)
形態学的変化: 蛍光顕微鏡, SEM

TiO2NPs, アナターゼ型, 15 nm (TEM) NSC:2
ばく露条件下で分散を測定した。その結果, 凝
集が示唆されたが, FBSの存在下では凝集は安
定であり, サイズは100nm以下であった。

陽性
生存率: 50 µg/mL, 24, 48, 72 時間で影響がみられた (100 µg/mL では 80% 生
存率以下) 。
濃度及び時間依存的な細胞増殖の抑制。
50 µg/mL 以上で DNA SBs の有意な増加。
50及び100 µg/mLでの細胞の形態学的変化。
 (細胞収縮の典型的なアポトーシス形態学的変化)

Reliability: 1 Limited
試験物質との関連性は明確で
はない

Wang et al., 2015
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

121 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
Caco-2細胞
+ アポトーシス

50, 100, 200, 500 µg/mL
ばく露: 24時間
細胞生存率: Calcein AM/propidium iodide染色 (CCK-
8kitアッセイ)
陰性対照: 未処理細胞
陽性対照: UV
OTM as descriptor
3試験

TiO2NPs, アナターゼ/ルチル型 (
95/5%), 15±3 nm (SEM)

NSC: 2
ばく露条件下で分散を測定した。凝集が確認
され, 凝集体の大きさは用量依存的に増加し
た。著者らは, 高用量濃度ではより大きな凝集
体が形成され, ばく露が制限されることが見か
け上の非単調な反応と関連している可能性を
示している。

陰性
DNA 損傷なし (SB)。
生存率-24時間又は48時間では影響なし。
アポトーシス: 50及び100 µg/mLのTiO2-NPsにばく露した細胞でわずかに増
加。

Reliability: 3
実験の詳細はほとんど与えられていない。
コメット試験 (UV)の不適切な管理

Low Yang et al., 2018

122 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
6人のドナー由来の全血白血球

0.4, 0.8, 1.2, 4, 8 mg/mL (i.e. up to 100 mM).
アガロースに埋め込んだ細胞を, NPで1時間処理
陽性対照: H2O2
6試験
生存率; トリパンブルー
抗原毒性  50 M H2O2にばく露後  NPにばく露 (ゲ

TiO2NPs, アナターゼ型,
45 A (4.5 nm)

NSC:3
ばく露条件下での分散・凝集に関する情報提
供が不十分。

Inconclusive
非常に高濃度であったが, 生存率は90%以上であった。
濃度に依存したSBsが実質的に増加したが有意差はなかった(おそらくcrudeなス
コアリング方法のため)。

Reliability: 3
実験の説明の詳細が不十分
短期かつ単一のばく露時間が用いられた。
非感受性の視覚的採点システムを使用 (明
らかに、あらゆるレベルの損傷を伴う核様
体 みが記録された )

Low Lazic et al., 2019

123 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg HEK293
(ヒト胚性腎臓)
NIH/3T3
(マウス胚性線維芽細胞)

 

10, 100, 1000 µg/mL
ばく露: 1時間
陰性対照: 水
陽性対照: EMS
独立した2試験

1) TiO2 NPs, アナターゼ型, 21 nm
(TEM)
2) TiO2 NPs, アナターゼ型, 50 nm
(TEM).
3) TiO2超微粒子 (詳細不明)

NSC:1
Nanogenotoxプロジェクトに準拠した分散プ
ロトコルで, 媒体中での分散を測定し, 一部凝
集が確認された。分散剤にはBSAを使用し
た。

Inconclusive
生存率: 1000 µg/mLでHEK293が82%, NIH/3T3が85%。
TiO2 NPs: 陽性, 超高濃度 (1000 µg/mL) のみでSBを誘導。
TiO2超微粒子化: 陰性
結果は, 使用した両細胞株で同様であった。

Reliability: 2
短期かつ単一のばく露時間が用いられた

Low
Inconclusiveの結果

Demir et al.,
2015

124 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg, ±light. Mini- gels.
不死化ヒト気管支上皮細胞
(BEAS-2B細胞)

1, 5, 15 µg/mL
ばく露: 3時間, 24時間
Light exposure after lysis
50 細胞のスコア/サンプル
tail DNA (%) の測定
陽性対照: Ro 19-8022
光増感剤+光照射
生存率: アラマ ブル

TiO2  (NM-100),
アナターゼ型, 50-150 nm

NSC:1
NanoREGプロジェクトに基づき, 溶媒中の分
散性, 安定性を測定。
一定の凝集が確認された。間接的な方法 (フ
ローサイトメトリー) で細胞の取込みを確認
し, 凝集体の細胞内への取込みを実証した。

SBの誘導: 陰性
Fpg感受性部位への誘導: 陽性。
生存率-わずかな影響のみ; 常に80％以上であり, 48時間では有意な影響はみら
れなかった。
3時間後, 24時間後ともにSBの増加はみられなかった。
3時間後, 2つの高用量においてFpg感受性部位が増加した。
光照射後, SBの増加がみられた。

Reliability: 1 High Di Bucchianico et
al., 2017

125 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト臍帯静脈内皮 HUVECs細胞
+ ROS測定

1, 5, 25 µg/mL ばく露時間: 4 時間
各濃度を3回に分けて調製
細胞内ROS (DCFDAプローブ) 及び抗酸化物質産生の測
定: 24時間後
GSH測定 (Sigma kit): 24時間
細胞毒性 (CCK-8 assay): 24時間 – results described in
Zeng C, Feng Y, Wang W, et al Environ Toxicol.
2018;33(12):1221-1228
陽性対照: なし

1)TiO2 NPs,
アナターゼ型, 100 ±
14.3 nm
2)TiO2 NPs,
アナターゼ型, 50 ± 7.6 nm
3) TiO2 NPs, アナターゼ型,30 ± 5.1
nm
4)TiO2 NPs,
アナターゼ型, 10 ± 2.3 nm

NSC: 2
細胞培地中で行う超音波処理。分散性, 安定性
の実測値は報告されていない。

陽性
コメット試験: 1 µg/mLのTiO2 NP (100 nm) を除くすべてのTiO2サイズの全用
量において, 有意な影響 (OTM)  ( 用量依存性, サイズ依存性の効果関係 (T100
< T50 < T30 < T10) ) がみられた。
細胞毒性: 試験した最低用量 (1 µg/mL) から有意な影響がみられた。
ROSの有意な生成: 用量依存性, サイズ依存性。

Reliability: 2
陽性対照なし
DNA
OTMとして報告された損傷
分散に関するデータは提供されていない。
細胞内在化に関するデータは提供されてい
ない。

Limited Liao et al., 2019

126 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
PBMC l (健常人及び肺疾患ド
ナー: 肺がん (w/o chemother
apy) , 閉塞性肺疾患(COPD), 喘
息)

Comet: DNA損傷と修復 - 30分間処理し, その後30分間培
養
用量: 10, 30, 50 µg/mL.
陰性対照: 溶媒
陽性対照: H2O2
Gopalan, 2009 によるコメット法
1スライドあたり50細胞をスコア化 実験は3回繰り返し

TiO2 NPs,
アナターゼ型, 40-70 nm (SEM)

NSC:2
DLS測定について記載があるが結果の報告が
ない。DMSO中での超音波処理と精密ろ過
(0.2μm) が行われたが, 培養液中での実測値
については十分な情報がない。

健常なドナー: Inconclusive
tail DNAの割合に有意な増加はみられなかったが, 30及び50μg/mLのOTMを使
用することで有意に増加した。
肺疾患ドナー: 陽性
30又は50 µg/mLでtail DNAの有意な増加がみられた。
OTM使用時: 呼吸器疾患患者において, 健常者と比較して有意なDNA SBがみら
れた

Reliability: 2
30分間の短期ばく露が用いられた。
NPの安定性に関するデータは提供されてい
ない。
内在化に関するデータは提供されていな
い。

Low
評価は健康なドナーから提供
された細胞に焦点を当ててい
た。
30 分間の短期ばく露が用いら
れた。

Osman et al.,
2018

127 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg BEAS-2B
正常気管支肺細胞

1, 10, 20 µg/mL
ばく露時間: 24 時間, 1週間, 3週間
陽性対照: EMS (0.5 mM).
Soft-agar anchorage- independent colony formation
assay (発がん性): 4 週間ばく露
tail DNA (%) の測定

TiO2NPs (NM-102), アナターゼ型,
21-22 nm

NSC: 1
Nanogenotoxプロトコルに従い分散を検証し,
TEMで細胞内へ取込みを確認した。個々の粒
子と一定の凝集が観察され, 細胞内のNPと凝
集物も観察された。

陰性
Fpg酵素を用いた場合も, 24時間後にDNA SBは検出されなかった。
1週間及び3週間のばく露後, 一次及び酸化的DNA損傷レベルの有意な増加はみら
れなかった。
コロニー形成アッセイでは, 細胞毒性は認められなかった。
TEMによる細胞への取込み: BEAS-2B細胞において, 用量及び時間依存的な細胞

Reliability: 1 High Vales et al., 2015

128 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
チャイニーズハムスター肺線維
芽細胞 V-79

0, 1, 10, 25, 50, 100 µg/mL
ばく露: 6時間
陽性対照: なし
粒子の取込み: 0, 10, 50, 100 µg/mL
細胞毒性: MTT試験 (3, 6, 24時間): 1, 10, 25, 50, 100 µ
g/mL
Flow cytometry with PI staining (6, 24時間)
粒子の取込み: FACS – 6 h; TEM/EDX - 2, 4, 6, 24時間
ROS産生 (6時間): 1, 10, 25, 50, 100 µg/ml

TiO2NPs, アナターゼ型, 12-25nm
(TEM)

NSC: 1
NPsを懸濁し超音波処理を行った後, cDMEM
ばく露媒体中の分散を測定したが, 測定時間が
示されていない (0時間又は24時間) 。
小さな凝集体の存在が確認された。細胞への
取込みを測定し, NPsと凝集体の内在化を確認
した。

陽性
コメット試験: 25, 50, 100 µg/mLで, DNA tail (%)とOTMの有意な増加が観察さ
れた。
フローサイトメトリーによる細胞内への取込みの研究では, 有意な用量依存性の
取込みが確認された。
TEMによるTiO2NPの細胞内への取込みと局在の評価では, TiO2NPsが時間依存
的に出現し, 細胞内に局在していることが明らかになった。核やミトコンドリア
への移行は不明であった。SEM/EDX分析により, 内在化が確認された。
10 µg/mLから用量依存的にROSの産生を増加させた。
細胞毒性: MTTアッセイでは, 10 µg/mLでは24時間後, 25及び50 µg/mLでは6及
び24時間後に, 100 µg/mLでは3, 6, 24時間ばく露後において, % MTTが統計的

Reliability: 2
6時間のばく露が用いられた。
濃度ごとにわずか 50 セルのスコアリング
(25cell/slides)
陽性対照なし.

Limited Jain et al., 2017

129 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
マウスマクロファージ細胞株
RAW
264.7

10, 25, 50, 75, 100 µg/mL
ばく露時間: 24時間
細胞毒性 (24時間): resazurin 10, 25, 50, 75, 100 µg/mL
陽性対照: なし
100 コメットのスコア/用量

験         

TiO2 NPs,
58.25 ± 8.11 nm,
(SEM) (結晶型不明)

NSC: 3
分散に関する情報の提供が不十分。

陽性
コメット試験: 全パラメータで用量依存的に有意に増加した。
細胞毒性: 用量依存的に細胞生存率が有意に低下した (100 µg/mL で 37%, 10
ug/mL で 78%) 。

Reliability: 2
陽性対照なし
内在化に関するデータは提供されていな
い。

Limited Chakrabarti et
al., 2019

130 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト羊水細胞

10 µg/L TiO2NPs
ばく露時間: 48及び72時間
陽性対照: H2O2
Including diffusion assay (i.e. コメット試験 w/o
electrophoresis)
細胞毒性: トリパンブルー

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
溶媒中の超音波処理 (3時間) と凝集度測定に
用いたUVスペクトル

Inconclusive (高い細胞毒性のため)
コメット試験: 48時間及び72時間のばく露後, DNA損傷が有意に増加した。
拡散アッセイ: 48時間及び72時間のばく露後, 羊膜細胞のアポトーシスが有意に
増加した。
細胞生存率: 48時間及び72時間のばく露により, 羊膜細胞の生存率が有意に低下
した (約半分) 

Reliability: 3
一用量試験
採点された細胞数に関する情報なし
高い細胞毒性

Low Mottola et al.,
2019

14



添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

131 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト精子細胞

1 µg/L 及び 10 µg/L
ばく露時間: 15, 30, 45, 90分
細胞毒性 (15, 30, 45, 90 分): 精子の生存性と運動性
陽性対照: ベンゼン

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散と安定性を確認するための具体的なプロ
トコル, EMによる粒子へのばく露の確認。30
分まで安定性が確認され, それ以上のばく露時
間では凝集が観察された。EMにより細胞内に
ナノ粒子と小さな凝集体が存在することを確

陽性
コメット試験: 用量依存的な有意な増加。
DNA tailは15分間ばく露することにより, 用量依存的に有意に増加した。
精子の運動性: 1 µg/L と 10 µg/L に 15 分間, 30 分間, 45 分間, 90 分間ばく露
した。
しかし  45分及び90分後の運動性 (前進性及び非前進性) は  統計的に有意に低下

Reliability: 3
採点された細胞数に関する情報なし
ベンゼンはコメット試験の陽性対照として
適していない。

Low Santonastaso et
al., 2019

132 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg及びEndo III
Balb/c 3T3 (マウス胚性線維芽細
胞)

コメット試験 (2, 24, 48, 72時間ばく露)
10, 20, 40 µg/cm2  (32, 64, 128 µg/mL); with EndoIII
and Fpg enzymes (2及び24時間)
細胞毒性: コロニー形成能率 (24, 48, 72時間ばく露) –
10, 20, 40 µg/cm2
陽性対照/ H2O2
取込み測定

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散性 (DLS) は脱イオン水とcMEM培地で報
告され (0-72時間) , 細胞への取込みはEMで確
認された。
cMEMにより, コーティングされていないTiO2
NPsは, 0時間後にすでに高いレベルの凝集が
観察された。
24時間後の細胞内における凝集体の取込みが

陽性
コメット試験:  2時間及び24時間の処理後, TiO2NPs (P25) は一次DNA損傷の有
意な増加を誘発した。48時間及び72時間後のDNA損傷のレベルは非常に低くコ
ントロールレベルであった。
TiO2NPs(P25)は, 2時間後及び24時間後の低濃度において, すべての試験濃度で
Fpg感受性部位を有意に増加させた。
すべての濃度において, Endo III感受性部位が統計的に有意に増加した。
2時間後のTiO2NPs(P25)の濃度で統計的に有意な増加がみられた。

 

Reliability: 1 High Stoccoro et al.,
2016

133 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg TH1
(ヒト腎臓近位尿細管上皮細胞株)

コメット試験 (3, 24時間): 2.2, 22, 165 µg/mL (1, 10, 75
µg/cm2); static and dynamic conditions.
DNA鎖切断の陽性対照: なし
Fpg酸化的損傷の陽性対照: RO 19-8022
細胞毒性 (3, 24時間): アラマーブルー

TiO2NPs, 5- 10 nm (TEM)
(結晶型不明)

NSC: 1
分散性と安定性が測定, 報告された。
NPや凝集体の細胞内への取込みを定量的に確
認(ICP-MS)。

陰性
コメット試験: static及びdynamic条件下で, DNA鎖切断及び酸化的DNA損傷の有
意な増加は認められなかった。
細胞毒性: 3時間後及び24時間後に影響はみられなかった。
TiO2 NPs (2.2 µg/mL, 24時間)の取込み効率: 0.389% (全適用濃度)。

Reliability: 2
実験と複製が何回試験されたか明らかでな
い

Limited Sramkova et al.,
2019

134 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- OGG1
(酸化的DNA 8-OHグアニン損傷)
ヒト繊維芽細胞 (GM07492)

0.01,  0.1,  1, 10 µg/mL
細胞毒性は100 µg/mLまで測定
ばく露: 24時間 harvesting times (0, 24, 48, 72時間)
陰性対照: 溶媒
陽性対照: メタンスルホン酸メチル(MMS)及び臭素酸カ
リウム(KBrO3)
tail DNA (%) の測定
ミトコンドリア活性
繊維芽細胞のミトコンドリア活性をXTT試験で評価し, 間
接的に細胞生存率を測定した。
XTT試験の結果は, ViaCount試験によって確認された

TiO2NPs, 28-49 nm (SEM)
(結晶型不明)

NSC: 1
ばく露条件下 (FBS添加懸濁液) で測定した分
散度。特に24時間後, 凝集体が存在する可能性
がある。
細胞への取込み。
濃度依存的なNPと凝集体の取込みが確認され
た。

陰性
Genotoxicity:
コメット試験 +/-OGG1: 陰性.
細胞毒性: 10 µg/mLまで細胞生存率に有意な低下はみられなかったが, 100 µ
g/mLで有意に減少した。
細胞質で自由に凝集体が観察された。
フローサイトメトリー(SSC): GM07492細胞におけるTiO2NPsの取込みレベル
に対する明確な用量依存的な影響がみられた。

Reliability: 1 High Franchi et al.,
2015

135 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
ヒト気管支上皮BEAS-2B細胞

0, 0.1, 1, 10, 100 µg/mL
ばく露: 24時間
陰性対照: 未処理
陽性対照: H2O2  for SB
分析: 100 randomly selected Comets
tail DNA (%) の測定
細胞生存率: トリパンブルー

TiO2  (NM-100),
アナターゼ型, 50-150 nm

NSC: 1
NANOGENOTOXプロジェクトの分散プロトコ
ル。
細胞内への取込みの確認。

陽性
1 µg/mL から tail DNA(%) が有意に増加し, 1 µg/mL と 10 µg/mL で Fpg 陽性
部位が有意に増加した。
細胞毒性: 細胞生存率の低下はみられなかった。

Reliability: 1
 Fpg の陽性対照 がない

High Zijno et al., 2020

136 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト精子細胞
(125健常者 = pooled sample)

1 µg/L
ばく露: 15, 30, 45, 90 分間
陰性対照: 未処理
陽性対照: ベンゼン
tail DNA (%) の測定
TUNEL: 断片化したDNAを有する精子%

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
分散を溶媒中で測定したが, どの基準も完全に
満たせなかった。

陽性
30分, 45分, 90分後のtail DNA(%) の有意な増加。
TUNEL: DNA fragmentation indexの有意な増加。

Reliability: 3
採点された細胞数に関する情報なし
ベンゼンはコメット試験の陽性対照として
適していない。
一用量試験
短いばく露時間
取込みはなく、細胞外の凝集率のみが示さ
れた。

Low Santonastaso et
al., 2020

137 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト乳腺癌細胞 (MCF-7細胞)

コメット試験 1, 10, 100 µg/mL nano-TiO2
コメット試験のばく露: 12時間
細胞毒性試験のばく露: 6, 12, 24, 48時間　1, 2, 5, 10,
20, 50, 100 µg/mL nano-TiO2
陰性対照: 未処理
陽性対照: なし
細胞毒性: 水溶性テトラゾリウム(WST)アッセイによる測
定

1) TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型,
56 nm (TEM)
2) TiO2, アナターゼ型, 325 mesh.

NSC: 2
分散に関する情報が不完全。SEMが提供され
ているが内在化について記載がない。DLSの
結果が提示されているが, PBS又は溶媒のどち
らで実施されたかは不明。

陽性
TiO2NPs: 10 µg/mL (約30%細胞毒性) 及び100 µg/mL (50%細胞毒性) におい
て, tail DNA(%) が有意に増加, 100 µg/mLにおけるcomet areaが有意に増加。
TiO2: 100 µg/mLでtail DNA(%) 及びcomet areaが有意に増加。
細胞毒性: TiO2NPsへのばく露により, 6時間で20 µg/mL, 12時間で5 µg/mL, 24
時間で5 µg/mL, 48時間で2 µg/mLの生存率が有意に低下した。
アポトーシス (10, 50, 100, 200 µg/mL) 及びネクローシス (50, 100, 200 µ
g/mL) の増加。

Reliability: 2
陽性対照なし、コメット試験の手順に関す
る情報なし (Tice et al, 2000 のみ参照)。

Limited Kumar et al.,
2020

138 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
2D monolayer and 3D spheroid
cultures of HepG2 human 肝臓
cells

0, 1, 10, 30, 75 µg/cm2
(0, 2.82, 28.2, 84.8, 212 µg/mL) ばく露: 24時間
陰性対照: 未処理
陽性対照: H2O2  for SB and Ro 19-8022 plus light for
Fpg positive sites
tail DNA (%) の測定
細胞毒性: アラマーブルー及び共焦点顕微鏡

TiO2NPs, アナターゼ型,
5.45 nm (TEM)

NSC:2
分散が考慮されている。
限定的な情報。

陰性
細胞毒性はなく, DNA SBやFpg 陽性部位の増加もなし

Reliability: 1 High Elje et al., 2020

139 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
ヒト気管支上皮細胞(HBE),
Caco-2細胞, 単球細胞 (THP-1)
+ROS産生

0, 5, 25, 50, 100 µg/mL ばく露: 24時間
陰性対照: BSA
陽性対照: MMS
50 comets/wellの分析
3試験
tail DNA (%) の測定

1) TiO2NPs (JRCNM10202a), アナ
ターゼ型, 17 nm
2) TiO2 (JRCNM102200a),
アナターゼ型, 117 nm

NSC:1
NANOREG プロトコルと詳細な分散評価。

TiO2NPs (17nm) 及びTiO2 (117nm) で異なる細胞株における陽性反応がみられ
た
HBEとCaco-2細胞: TiO2NPs 17 nm-LAと17 nm-SA, TiO2 117 nm-LAと117
nm-SAに差はない。
THP-1細胞: TiO2NPs 17 nm-LAはTiO2NPs 17 nm-SAより強力, TiO2 117 nm-
LAと117 nm SAとの間に差はない

Reliability: 1 High Murugadoss et
al., 2020
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

140 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
大腸がん細胞株 HT29- MTX-
E12

0, 0.5, 5, 50 µg/mL ばく露: 48時間
陰性対照: 未処理
陽性対照: EMS及びMMS
Measure of tail intensity
細胞生存率: MTS試験

1) E171, アナターゼ型, 170 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型, < 25 nm

NSC: 2
プロトコルは意図的に大きな凝集を受け入れ
ている。ばく露媒体中の凝集に関する情報は
提供されていない。

Inconclusive
(内在化の実証がない陰性)
24時間又は48時間後のE171及びTiO2NPsの低い細胞毒性 (コントロール値と比
較して88％以上) 。

Reliability: 3 Low Franz et al., 2020

141 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(マウスリンパ腫 L5178Y 細胞)
TiO2の光遺伝毒性を評価

WA、WR、TP-3: 50-3,200 µg/mL (- S9)
p-25: 12.5 - 800µg/mL
UV/vis光の存在下および非存在下 (UV/vis光のスペクト
ルは太陽自然光とほぼ同等）
TiO2粒子とともに暗所で1時間培養後、細胞を0.61
J/cm2, 1.25 J/cm2, 2.50 J/cm2 ,  5 J/cm2 で50分間
UV/vis 光で照射、その後20時間培養

1) TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル
型, 15-24 nm [パネルは、著者が試験
物質をアナターゼと記述していること
に留意]
2) TiO2, アナターゼ型, 255 nm [WA]
3) TiO2, ルチル型, 255 nm [WR]
4) TiO2, ルチル型, 420 nm [TP-3]

NSC: 3
分散に関する情報がない。

陽性: WAは3.200 µg/mLでDNA損傷を誘発した。 UV/vis存在下では、より低濃
度において影響が見られた。
P25およびTP-3は、それぞれ12.5, 200 µg/mLの濃度でUV/vis照射とTiO2ばく
露を行った場合のみ、平均tail lengthの増加を誘発した。
陰性: WR (50-3200 µg/mL)とUV/vis照射の併用または併用しない場合
光遺伝毒性を誘発する濃度では、細胞生存率が低下してい他。

Reliability: 2
陽性対照なし。
結果の統計的解析が行われていない（実験
は繰り返し行われず、各処理に単一の培養
物のみが使用されたとみられる）

Limited Nakagawa et al.,
1997

142 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg (DNA 損傷および酸化的
病変)
ヒト肺胞Ⅱ型様細胞株 A549

40, 20 µg/cm2 (40, 80 µg/mL), 4 時間 (- S9)
酸化的DNA損傷の解析: 酵素のホルムアミドピリミジン
DNAグリコシラーゼを添加した場合と非添加しない場合
の結果を比較
陽性対照なし

1)TiO2NPs, ルチル/アナターゼ型, 20–
100 nm (TEM)
2) TiO2, ルチル型, 300-1,000 nm
(TEM)

NSC: 2
凝集のレベルを確認するために提供されるた
情報が限定的である。

1) TiO2NP
陽性: DNA 損傷が統計的に有意に増加した (40 µg/cm2)
2) 酸化チタン
陽性: DNA 損傷が統計的に有意に増加した (20 および 40 µg/cm2 で処理) 。酸
化的 DNA 損傷については TiO2NP と TiO2 の両方で酸化プリンの有意な増加

Reliability: 2
光照射時間が単一の設定。 陽性対照なし。
各サンプルについて、35個の細胞を2回試
験した。

Limited Karlsson et al..
2009

143 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(ヒト気管支上皮BEAS-2B細胞)
細胞生存率: 48 時間の回復後の
トリパン ブルーアッセイ

1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µg/cm2 24, 48, 72 時間ばく
露(- S9)
生存率試験に基づき濃度を設定
陽性対照: 過酸化水素
サンプルあたり100細胞（2反復、各50細胞/スライド）
を分析
% tail DNAを測定

1)TiO2, rutileルチル型, <5,000 nm
2) TiO2NPs, アナターゼ型, < 25 nm
 

NSC: 2
高レベルの凝集が観察され、TEMにより分散
液中のナノ粒子の存在が測定されたが、デー
タは報告されていない。

TiO2NPs: 陽性(限定的なエビデンス）
TiO2: 陽性
生存率: アナターゼ型TiO2NPsによる処理は、すべての処理時間において80 µ
g/cm2から細胞生存率を減少させた。72時間の処理後、約120 µg/cm2で生存細
胞数の50％が減少した。

Reliability: 2
 
 
 

Limited Falck et al., 2009

144 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(HEp-2細胞（HeLa細胞亜株) )
細胞毒性: ニュートラルレッドお
よびMTTアッセイ ( 2, 4, 24時
間)

10, 20, 50, 100 µg/ml, 4時間ばく露 (- S9) (繰り返し3回
試験)
陰性対照: 未処理
陽性対照: 過酸化水素
各濃度50個の細胞を分析
3回の独立した実験を実施

TiO2NPs, アナターゼ型 (詳細情報な
し)

NSC: 2
分散と安定性についての情報が不十分。

陽性:
濃度に依存して、DNA損傷（OTMと% tail DNAに基づく）が統計的に有意に増
加した。
濃度は生存率試験（すべての濃度で生存率70%および85％）に基づいており、
100 µg/mLでは65％の生存率。

Reliability: 2
各濃度において、50個の細胞のみを分析。

Limited Osman et al.,
2010

145 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg (ホルムアミドピリミジ
ンDNAグリコシラーゼ修飾コ
メット；酸化的DNA塩基損傷の
検出、8-oxodG）
ヒト表皮細胞株（A431）

 

0.008, 0.08, 0.8, 8 and 80 µg/ml, 6時間 (- S9)
陽性対照: 過酸化水素(25 µM)
各試験について、無作為に選んだ50個の細胞（各25個/
スライド) の画像を分析
データ解析は、細胞単位ではなく試験単位で実施

TiO2NPs, ,アナターゼ型, 50 nm
(TEM)

NSC: 1
凝集のレベルは培地で測定されたサイズ分布
により確認した。EMおよびフローサイトメト
リーによりばく露を確認した。

陽性:
0.8 µg/mL TiO2NPs, + Fpg および 8 µg/mL TiO2 - Fpg の OTM および % tail
DNA に基づくDNA 損傷が統計的に有意に誘導された。

細胞毒性: 48時間ばく露でやや有意な細胞毒性反応を示した。6時間および24時
間のばく露では、有意な細胞毒性は見られなかった。

Reliability: 2
分析した細胞数が不十分である。

Limited Shukla et al.,
2011

146 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(CHO-K1細胞)
細胞生存率: XTTアッセイ(24時
間、48時間)
細胞周期解析: PI (フローサイト
メトリ ) 2日または60日後

0, 10, 20 or 40 µg/mL, 60日間
2連で培養
溶媒：DMSO
陽性対照なし
サンプルあたり75個の核を測定 (tail length)

TiO2NPs, アナターゼ型, < 25 nm
(XRD)

NSC: 1
拡散に関する情報はないが、EMとTiの測定に
よりばく露が確認された。

コメット試験: 陰性
tail lengthの有意な増加は認められなかった（結果は対数変換して報告）。

XTT、トリパンブルー、コロニー形成アッセイ: 細胞生存率に影響なし。

細胞周期 2日間 ばく露 は影響なし  G2/M期にある細胞 割合は 60日目

Reliability: 3
陽性対照なし。 細胞毒性は観察されなかっ
た。慢性ばく露のみの評価。 結果が対数変
換として報告された。 プロトコルの説明が
不十分である。
ROS  本試験 は遺伝毒性に関する ド

Low Wang et al., 2011

147 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(A549ヒト肺がん細胞)
HPLCタンデム質量分析法
（HPLC-MS/MS）による8-
oxodGおよびその他の酸化塩基

定量化

0, 100 µg/ml, 4, 24, 48時間ばく露
陽性対照なし
50個/スライド以上のコメットを分析, 繰り返し3回
8-oxodG: 100 µ/ml  4, 24, 48時間ばく露
MTTアッセイ: 25, 50, 75, 100 µg/ml

形成  1  10  100 / l

1) TiO2NPs,アナターゼ型, 12 nm
(TEM) [A12]
2) TiO2NPs, ルチル型, 21 nm (TEM)
[R20]
3) TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル
型  15 24 

NSC: 1
分散に関する情報は少ないが、EMによりNP
の細胞内への取り込みが確認された。

4時間ばく露したすべてのTiO2 NPs、24時間ばく露したTiO2 NPs[A12], TiO2
NPs(P25), TiO2 NPs [R20]、48時間ばく露したTiO2 NPs [A12]: 陽性

8-oxodG:
TiO2 NPs [A12], TiO2 NPs (P25): 陽性
4 24および48時間後 T O2 NP [R20] 酸化塩基  陽性

Reliability: 2
単一濃度のみの試験である。陽性対照な
し。
 

Limited Jugan et al., 2012

148 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(ヒト羊膜上皮(WISH)細胞)
細胞毒性:  MTT, ニュートラル
レッド
(NRU)
カタラーゼ活性
GSHレベル
ROS産生

（ プ

コメット試験:
 0.625- 20 µg/ml, 6時間
 陽性対照: EMS
 OTM, tail length, tail intensityの測定

細胞毒性, カタラーゼ活性, GSHレベル, ROS産生, 細胞周
期の進行:
0.625-10 µg/ml, 24時間

TiO2NPs, ルチル型, 30 nm (TEM) NSC: 1
2 番目に高い濃度の培地での粒度分布が報告さ
れ、EMによりばく露が確認された。
構成粒子と凝集体の両方が観察された。

コメット試験: Equivocal
10, 20µg/mlでtail intensityの統計的に有意な増加が認められた（最高濃度で最
大5倍、ただし10µg/mlまでは境界線上の効果）。
細胞毒性: NRUおよびMTTアッセイにおいて、10 µg/mLでそれぞれ42.5%およ
び24.5%の細胞生存率の低下が見られた。
分析した細胞切片の85%以上で、内包されたTiO2NPsの凝集体が見られた。

カタラーゼ活性: 5, 10 µg/mlで統計的に有意な減少が見られた。
 

Reliability: 3
細胞毒性の測定は10 µg/mlまでで、20 µ
g/mlでは測定されていない。

Low Saquib et al.,
2012

149 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
- 標準アッセイと-エンドヌクレ
アーゼIII（EndoIII）を用いた改
良型コメット試験
- ヒト8ヒドロキシグアニンDNA
グリコシラーゼ(hOGG1)を用い
た改良型コメット試験
TK6細胞（ヒトリンパブラストイ
ド細胞）
 TiO2-NPsで処理したTK6細胞の

 

0, 50, 100, 150, 200 µg/mL, 24時間
陽性対照: MMS
3連の培地で実施
100細胞/スライドを測定
コメットの測定は tail lengths, width, intensity, (%) DNA
in the tailで実施

TiO2NPs, アナターゼ型, 楕円形
(TEM), 10x 30 nm, 短軸 12.1 ± 3.2
nm

NSC: 1
分散に関する情報が複数あり、EDSを用いた
TEMによりNPsのインターナリゼージョンの
確認とTiの同定を行っている。

コメット試験: 陰性

酸化的DNA損傷: 陰性
 
TK6細胞において、TiO2NPsの濃度依存的な細胞毒性が観察された。
TK6細胞によるTiO2NPsの取り込みが確認された。
200 µg/mLで約55%の細胞生存率が確認された。

Reliability: 1 High Woodruff et al.,
2012
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

150 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(シリアンハムスター胚(SHE)細
胞)

相対細胞数に基づく細胞毒性
（24時間または72時間暴露）
細胞への取り込み

0, 10, 25, and 50 µg/cm2 , 24時間 (-S9)
陽性対照: MMS
細胞100個/スライドを分析
% DNA in tailの測定
1 µg/cm2 ,24時間
粒子懸濁液の希釈: 250 μg/ml

1) TiO2NPs, アナターゼ型, 14 ±4 nm
(TEM)
2) TiO2, アナターゼ型, 160 ± 48 nm
(TEM),
3) TiO2, ルチル型, 530 ± 216 nm
(TEM)
4) TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 2
媒体中で測定された分散度（高い凝集度を示
唆）とEMによる細胞への取り込みが確認され
たが、1µg/cm2のみであった。

陽性: 中程度の細胞毒性
最高濃度では、すべてのTiO2粒子がDNA損傷の増加を引き起こした。
TiO2 NPs（P25）のみが、すべての濃度で有意な効果を誘発した。最も高レベ
ルのDNA損傷はアナターゼ型TiO2で見られ、TiO2NPsとTiO2の間に有意差はな
かった。ルチル型TiO2は、最高濃度で有意なDNA損傷を誘発した。すべての試
験物質はDNA損傷を増加させ、濃度依存的な細胞毒性が確認された。TiO2NPs
はTiO2よりも有意に細胞毒性が高かった。
細胞への取り込みが認められ、TiO2NPsまたはTiO2は、個々の粒子および凝集
体の形態で細胞に浸透することが示された。

Reliability: 1
無細胞系ROSアッセイ: 遺伝毒性エンドポ
イントを扱った試験ではないが、メカニズ
ムについては検討される可能性がある。

細胞内ROSアッセイ: 遺伝毒性に関するエ
ンドポイントを扱った試験ではないが、メ
カニズムに関して考慮される可能性があ
る。

High Guichard et al.,
2012

151 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg (DNA酸化損傷：8-
oxodG)
(TK6細胞)
細胞毒性：トリパンブルーアッ
セイ
増殖活性（24時間間隔での細胞
数カウント）

0.12, 0.6, 3, 15, 75 µg/cm2, 2および24時間 (-S9)
(0.57, 2.9, 14.4, 72.0, 360.2 µg/ml NPs に相当)
陽性対照： 過酸化水素、光増感剤 Ro 19-8022 + 可視光
線
% tail intensityの測定

	TiO2NPs 	(NM-105), アナターゼ/ルチ
ル型, 15-24 nm

(DP1) NSC: 1
NanoTestプロトコルで凝集が確認された。
 (DP2) NSC: 2
大きな凝集が確認された (ゼータ電位 30.2
mV)。

2種類の分散プロトコルを使用。
1) DP1: PBS中の牛胎児血清（FBS）中の
TiO2NPs分散液を100 Wattで15分間超音波処

DP1 (TiO2NPs , NanoTest project):
アルカリ、Fpg処理（2および24時間) ともに陰性（%tail強度）

DP2 (TiO2NPs ):  コメット：陰性

酸化ストレス: 陽性、最高濃度への2時間ばく露後、Fpgレベルが統計的に有意
に上昇した。
 
DP1: "より安定な(2日まで)二峰性の分散で、ナノサイズ範囲に2つのピークが

Reliability 1 High Magdolenova et
al., 2012

152 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
(Cos-1サル腎臓線維芽細胞)
-増殖アッセイ
-コロニー形成アッセイ

0.12, 0.6, 3, 15, 75 µg/ cm2, 2, 24時間 (-S9)
陽性対照： 過酸化水素、光増感剤 Ro 19-8022 + 可視光
線
増殖活性：24時間ばく露し、24時間間隔で2-3日間細胞
数をカウント
コロニー形成率：24時間TiO2にばく露した細胞を約10日
間培養し、コロニーを形成

TiO2NPs (NM- 105), アナターゼ/ルチ
ル型, 15-24 nm

NSC: 2
大きな凝集が確認された。
 
分散プロトコルDP2で分散させたTiO2NPsの
みの試験である（”凝集が大きく、分散が安定
しない”）。

コメット：Equivocal
2時間ばく露：
Fpg非存在下で、75 µg/ cm2 でのみ統計的に有意に増加した。
 
24時間暴露：
- Fpg非存在下で、75 µg/cm2（細胞毒性あり）のみで統計的に有意に増加し
た。
酸化ストレス：
- Fpg存在下で 24 時間, 3 µg/cm2 でのみ統計的に有意に増加した。
24時間暴露後：75 g/ cm2での増殖活性とコロニ 形成率の同時低下が見られ

Reliability 2
Equivocal results

Limited Magdol enova et
al., 2012

153 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(EUE細胞)
(ヒト胎児上皮細胞)

0, 0.12, 0.6, 3, 15,75 µg/ cm2, 24時間 (-S9)
陽性対照： 過酸化水素、光増感剤 Ro 19-8022 + 可視光
線

TiO2NPs 105), アナターゼ/ルチル型,
15-24 nm

(DP1) NSC: 1 NanoTest プロトコルで観察さ
れた凝集のレベル。
(DP2) NSC: 2  大きな凝集が確認された。

Equivocal
DP1: 陰性
DP2: 75 µg/cm2 でのみ統計的に有意した。

Reliability 2
陽性対照の結果のに関する報告が不明確で
ある。 試験した最高濃度での細胞毒性に関
する情報がない。

Limited Magdolenova et
al., 2012

154 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(ヒト胎児腎細胞 (HEK293))
(ヒト末梢血リンパ球 (HPBL))
細胞生存率アッセイ:
フルオレセインジアセテート
(FDA)/エチジウムブロマイド
(EB)

0, 1, 10, 100 µg/ml, 3時間 (-S9)
陽性対照: EMS

1) TiO2NPs, 2.3 nm (結晶形と形状は
不明)
2) Sigma Aldrich社 の「イオン」形態
のTi、E171 の評価に対する試験物質
の関連性は不明確
 

NSC: 3
細胞培地または PBS での分散に関する情報が
ない。

コメット試験:
- TiO2 NP: 陽性
細胞毒性がない場合、両方の細胞株で 100 µg/ml でのみ DNA 損傷 (tail
intensityおよび tail moment) が統計的に有意に増加した。
 
-「イオン」形態のTi：両方の細胞株で陰性
 
細胞毒性は観察されなかった。

Reliability: 1 High Demir et al.,
2013

155 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット 試験
(Endo IIIまたはFpgを含むヒト胚
性腎細胞 (HEK293))
(ヒト末梢血リンパ球 (HPBL))

0, 100 µg/ml, 3 時間 (-S9)
陽性対照: EMS

TiO2NPs, 2.3 nm (結晶形と形状は不
明)

NSC: 3
細胞培地または PBS での分散に関する情報が
ない。

陽性
TiO2 NP: 100 µg/ml で両方の細胞株における DNA 損傷 (tail intensityおよび
tail moment) が統計的に有意な増加した。 Endo III 処理で検出された損傷は
Fpg 処理よりも強く、プリンよりもピリミジンへの損傷の誘導が大きいことが
示された。 細胞毒性は観察されなかった。

Reliability: 1 High Demir et al.,
2013

156 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(ヒト肺上皮細胞 (BEAS-2B))
細胞毒性：トリパンブルー
細胞取り込み
細胞周期（PI染色）

0, 10 -100 µg/ml, 24時間 (-S9)
陽性対照: MMS
3 種類の培地:
(a) KB: 低濃度のタンパク質 (0.1% BSA) を含む
(b) DM: 低レベルのタンパク質 (0.6% BSA) と 0.001% 界
面活性剤を含む
(c) KF: 10% FBS を含む

TiO2NPs (P25), ,アナターゼ/ルチル型
15-24 nm

NSC: 1
3 つの分散プロトコルが適用され、各濃度につ
いて分散レベルが報告されている。フローサ
イトメトリーと暗視野顕微鏡法により、高い
凝集と細胞インターナリゼージョンが確認さ
れた。

陽性
3種類の処理培地すべてにおいて、DNA損傷（% tail DNA）の弱いながらも有意
な濃度依存的増加が確認され、回帰分析により統計的に有意であると認められ
た（p = 0.0006, R2 = 0.38）。
 
-細胞に送達されたナノ粒子の濃度とフローサイトメーターで検出された側方散
乱のとの間で相関関係が認められた。KBおよびDMで処理した細胞は、KF培地

Reliability: 1
 

High Prasad et al.,
2013

157 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
+/- Fpg
 (HepG2細胞)
細胞への取り込み (FACS解析）
細胞毒性（MTTおよびNRU）

酸化ストレスマーカー: GSH、
LPO（脂質過酸化反応）、ROS

0, 1, 10, 20, 40, 80 µg/ml, 6 時間 (-S9)
陽性コントロール：過酸化水素
各試験についてコメット50個（25個/スライド）を分析
OTM と %DNA tail を測定

酸化ストレス: 0, 1, 10, 20, 40, 80 µg/mL, 6, 24, 48時間
アネキシンV結合アッセイ: 0, 20, 40, 80 µg/mL, 24時間
イムノブロット分析: 0, 20, 40, 80 µg/mL, 24時間

TiO2NPs, アナターゼ型, 30-70 nm
(TEM)

NSC: 1
DLSで培地中の凝集を確認し、フローサイト
メトリーとEMにより細胞のインターナリゼー
ジョンを確認した。

陽性
Fpg非存在下では20µg/mlから、Fpg存在下では10µg/mlから、統計的に有意な
DNA損傷の増加が観察された。
 
酸化的DNA損傷が統計的に有意に増加した（tail DNAの値は、Fpg非存在下より
もFpg存在下の方が有意に高い）。
 
細胞内への取り込み：細胞質および核内のTiO2 NPsで、6時間後に有意な濃度

Reliability: 2
分析されたコメットの数が限られている。

酸化ストレスマーカー: 遺伝毒性に関する
エンドポイントを扱った試験ではないが、
メカニズムに関して考慮される可能性があ
る。

Limited Shukla et al.,
2013

158 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(浮力密度遠心法（Ficoll-
paque）により分離したヒト末梢
血単核細胞（PBMC）)

0, 50, 100 µg/mL, 0, 6, 12, 24時間
抗酸化物質の保護効果を調べるため、TiO2 NPs処理前に
1 mM N-acetylcysteineでリンパ球を1時間前処理
Olive tail moment (OTM)の測定
細胞生存率：トリパンブルー
ROS： DCFDAプローブ蛍光

TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル型,
15-24 nm

NSC: 2
培地への超音波処理を含む分散プロトコルが
あるが、結果は公表されていない。

陽性
OTMは、統計的に有意に濃度依存的に増加した。
NACはTiO2 NPsによるDNA切断を有意に減少させた。
細胞毒性: 濃度および時間に依存的に細胞生存率が低下した。
ROSは増加するが、NAC処理により減少した。

Reliability: 3
陽性対照がなく、OTMのみが報告されてい
る。方法論が十分に説明されていない。各
濃度のサンプル数（つまり細胞数）が不
明。NPの安定性に関するデータがない。

Low Kang et al., 2008

17



添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

159 in vitro DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(NRK-52E ラット腎臓近位細胞
(CRL-1571) )
細胞毒性: MTT およびLDHアッ
セイ
ROS生成：2',7'dichlorodihydro-
fluorescein diacetate acetyl
ester (H2DCF-DA) プローブによ

20 to 200 µg/mL
コメット試験: 24時間
細胞毒性: 48時間
陽性対照：エトポシド
陰性対照：未処理細胞

TiO2NPs, アナターゼ型, 12 nm
(TEM)

NSC: 1
特定の分散プロトコルで、異なるレベルの凝
集が観察されたが、細胞へのインターナリ
ゼージョンは確認された
(図3はTiO2NPs（12nm）だけを報告している
が、本文ではすべてのNPsについて確認してい
る）。

陽性
コメット：Tail momentが報告されており、統計的に有意で濃度依存的な増加が
見られた。
細胞毒性:低い。NPsサイズ（最小のNPsはより細胞毒性が高い）および結晶相
（アナターゼが最も細胞毒性が高い）に依存する。
ROSの産生: ROSは増加するが、細胞毒性との相関はない。
NPsは小胞内あるいは単離された状態で細胞質内に観察され、非特異的吸着性
エンドサイトーシスあるいは直接拡散によって細胞内に侵入する可能性があ

Reliability: 2
陽性対照、陰性対照の結果は報告されてお
らず、tail momentのみ報告されている。

Limited Barillet et al.,
2010

160 in vitro DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験
肺（気管支上皮 BEAS 2B および
16 HBE；肺胞 A549）
腸（Caco-2、主に未分化細胞を
使用）
表皮（NHEK ケラチノサイト)
再構成された3次元ヒト全層皮膚
モデル

濃度:
BEAS 2B, A549, Caco-2: 0, 50, 100, 256 µg/ml
16 HBE: 0, 2, 8,  32, 128, 512 µg/ml
NHEK: 0, 15, 33, 65 µg/ml
3D-皮膚: 0, 82, 164, 246  µg/cm2

ばく露時間: 3, 24 時間
SB の陽性対照: 過酸化水素 またはメチルメタンスルホ
ネート (MMS)
Fpgの陽性対照なし

1) TiO2 (NM100), アナターゼ型, 50-
150 nm
2) TiO2NPs (NM102), アナターゼ型,
21-22 nm
3) TiO2NPs (NM-105), アナターゼ/ル
チル型, 15-24 nm

NSC: 1
Nanogenotox Project分散プロトコルを適用

陽性
TiO2 粒子 (NM100) は 16 HBE 細胞でのみ試験が行われ、陽性を示した。
TiO2 NP (NM-102 および NM-105) はすべての細胞株で試験が行われ、3 時間
または 24 時間の処理で陽性を示した。
 
3 次元のヒト再構築全層皮膚モデル: 陰性
TiO2 NP、NM102 および NM-105 はすべて陰性を示した。

Reliability: 1
 

High NANOGENOTOX
Project, 2013
(Documentation
provided to EFSA
No. 7,8 and 10)

161 in vitro DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験
+/- Fpg
ヒト気管支上皮細胞 (BEAS-2B
細胞)

濃度: 20, 50, 80, 120, 160 µg/ml ( 5.2, 13.0, 20.7, 31.2,
41.6 µg/cm2に相当)
ばく露: 24時間 (明所/暗所）
陰性対照: 1% DMSO

食品用二酸化チタン (E171) ; 150 nm,
アナターゼ型 (Faravelli Group)
試験品を 100 分間超音波処理すること
により安定した懸濁液が生成される
(その他の詳細は不明)

- - - - 陽性
明所では50 µg/mlからDNA鎖切断、Fpg感受性部位、
酸化損傷が用量依存的に増加した。暗所では80 µg/ml
からDNA鎖切断とFpg感受性部位が用量依存的に増加
し、暗所における最高用量 (160 µg/ml) でのみ酸化損
傷が発生した。
DMSOの存在が酸化反応に影響を与えた可能性があ
り、24時間トの間でDNAが修復した可能性がある。

Gea et al., 2019

162 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (whole blood
cells)
雌マウス (NMRI/Han)
7週齢, 5 匹/群

強制経口投与
1000, 2000 mg/kg bw 24時間
コメット試験: 投与終了後2時間及び24時間に尾静脈より
全血を採取
急性毒性試験: 投与後14日目に評価

TiO2NPs,
アナターゼ型, 45A (4.5 nm)

NSC: 4
分散に関する情報なし。

コメット試験: 陰性。DNA損傷を受けた細胞の平均数増加はみられなかった。
急性毒性:  肝臓肥大と血性腹水を伴う体重増加。
肝臓: 広範な組織学的変化, ASTとALTの増加。
血清: 尿素, クレアチニンの増加。

Reliability: 3
DNA損傷の評価に用られるパラメーターの
非標準であるコメット試験
陽性対照なし

Low 両法の時点でDNA損傷は陰性（血球）
マウスは実験前に4時間絶食させ、最終投与から2時間
後に食餌と飲用水を与えた。
スライド作成、溶解、電気泳動は、DNA損傷の追加を
防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして

Dekanski et al.,
2018

163 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (白血球)
雄ラット (Wistar albino) (4ヶ月
齢)
6 匹/群

強制経口投与
100 mg/kg bw , 1日1回, 60日間投与

TiO2NPs,
アナターゼ型, 5-10 nm

NSC: 4
高用量で分散に関する情報がない。

コメット試験: 陽性 (DNA損傷に関する総スコアの有意な増加)
毒性: 体重増加減少, コレステロール, グルコース, トリグリセリド及びIL-6値の
上昇, SOD, 抗酸化活性及びカタラーゼ活性の低下。

Reliability: 3
「DNA損傷スコア、任意の単位」として表
されるデータ（定義が異常）
単回投与による評価
陽性対照なし

Low 陽性（末梢血白血球）
処理ラットは、対照群と比較してDNA損傷の証拠があ
るが、従来とは異なるDNA損傷スコアが報告されてい
る。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Grissa et al.,
2017

164 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓)
雄マウス (albino) (20-25 g)
10-14匹/群

強制経口投与
150mg/kg/日, 2週間 (肝障害を示す過去の文献情報に基
づいた投与量)

TiO2NPs,
アナターゼ型, 21nm (SEM)

NSC: 4
分散に対処するプロセスは報告されているが,
結果の記載がない。

Inconclusive
肝毒性による影響は不明だが, 肝細胞におけるtail DNA(%)が3倍増加した。
肝毒性マーカー (ALT, AST, MDA) の増加, 単核球浸潤を伴う肝細胞の大規模な
局所変性。
炎症カスケード (IL-6, TNFα, マクロファージ活性化) , アポトーシス (カスパー
ゼ3活性, 核因子-赤血球2関連因子2の発現上昇, 核因子κB, 核因子κBの発現上
昇) 。

Reliability: 3
単回投与による評価
陽性対照なし
イデベノン、カルノシン、ビタミン E に
よって誘発される効果の調節に主に焦点を
当てる重度の肝臓損傷
コメット試験 (ghost, halo cells) での細胞
毒性特定について測定されていない

Low DNA損傷は陽性（tail moment) (肝細胞）
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐために、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Azim et al.,2015

165 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (+/- Fpg in Peyer’
patches (PP) 免疫細胞)
成熟雄ラット (Wistar) (175–200
g)
10-12 匹/群

強制経口投与
in vivo試験: TiO2  NPs (NM-105) 及び E171 (10 mg/kg
bw, 7日間投与)
対照群: 水

1) E 171,
アナターゼ型, 20-340 nm (118 nm)
(TEM); 44.7% (<100 nm2) TiO2NPs
(NM-105), アナターゼ型/ルチル型,
15-24 nm

NSC: 1
分散と安定はNano genotoxプロトコルに準
拠。
in vivo実験では細胞内への取込みが確認され
た。

コメット試験 +/- Fpg in PP cells: E171及びTiO2 NPs (NM-105)において陰性 Reliability: 2 陽性対照なし Limited 陰性（Peyer’s patch cells）
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法に記載されていない。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Bettini et al.,
2017

166 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (心臓)
成熟雄ラット (albino)
8匹/群

強制経口投与
1日１回投与 (90日間) 0, 1200 mg/kg bw day
対照群: 無処置, 生理食塩水

TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型, < 100 nm

NSC: 4
投与前の超音波処理×10分。
追加情報なし。

Inconclusive
% of tailed nuclei, tail length, tail DNA(%), tail momentが増加した。
心毒性への影響は不明であった。
病理組織学: disorganized, degenerated, アポトーシスを示す心筋細胞 + 酸化的
負荷の証拠 (3-ニトロチロシン増加) 。

Reliability: 3
単回投与による分析 (1/10 LD50)
陽性対照なし
重度の組織損傷

Low Equivocal（心筋細胞）
DNA損傷の証拠があるが、明らかな組織損傷と並行し
てのみ。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、 DNA 損傷を防ぐ
ため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

El-Din et al.,
2019

18



添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

167 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (精巣)
雄ラット (albino) (150-200 g)
10 匹/群

強制経口投与
1200 mg/kg bw/day
12 週間
Group I: 陰性対照
Group II: 5%アカシアガム溶液 (TiO2  NPs溶媒)
Group III: N- acetylcysteine (NAC) (100 mg/kg)
Group IV: TiO2 NPs
Group V: NAC + TiO2 NPs

TiO2NPs, 21 nm (結晶型不明) NSC:4
アカシアガムが分散剤として使用されている
(溶媒として記載されている) 。
分散のレベルに関する記載なし。
分散性及び安定性に関する追加情報なし。
高用量 (1200 mg/kg bw/日) の強制経口投
与。

Inconclusive
精巣における DNA 損傷の誘発 (写真のみ)  精巣毒性への影響は不明
TNFαの活性化とともに精巣に病理組織学的変化が確認された。
酸化ストレス: 血中MDA濃度の上昇, GSH及びテストステロンの減少。

Reliability: 4
単回投与; 陽性対照なし; 数値データなし
NACの抗酸化作用に注目

Low Equivocal(精巣細胞)
著者らは、TiO2処理ラットにおいて、処理および未処
理のコントロールと比較して、DNA損傷が陽性に増加
したと報告しているが、この記述を確認するための定
量的データは提供されていない。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、さらなるDNA損傷
を防ぐために、薄暗く黄色いの光の下で実施された。

Elnagar et al.,
2018

168 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓)
雄ラット(Wistar) (albino) (180–
200 g)

強制経口投与
600 mg/kg bw/day
5 日間
Group I: 対照群 (1% Tween)
Group II: TiO2 NPs
Group III: TiO2 NPs + メラトニン (50 mg/kg)
Group IV: TiO2 NPs + カルノシン (200 mg/kg)
メラトニン及びカルノシンを3週間投与

TiO2 NPs,
アナターゼ型, 60 ± 10 nm
(TEM) (粒子47 ±8% ; 残りの粒子は
100-500 nmの凝集体)

NSC:4
分散が考慮されているが, 実際のばく露条件と
は異なる条件 (溶媒を含む) で測定されたもの
である

Inconclusive
肝毒性への影響は不明だが, 肝細胞の損傷レベルの増加 (tail length, tail
moment, tail部分の相対的なDNA量) がみられた。
肝臓: ALT, MDA, カスパーゼ 3 の増加, GSH の減少。
血清: TNF-α, IL-6, C-反応性タンパク質 (CRP) 、反応性タンパク質 (CRP) ,
IgG, 一酸化窒素 (NO) , 血管内皮増殖因子 (VEGF) の増加。
肝細胞の組織像: すべての肝細胞の壊死, ピクノーシス, カリオレシス, 空胞化し
た細胞質。

Reliability: 3
コメット試験における物質及び試験方法の
詳細なし
単回投与, 陽性対照なし
カルノシンとメラトニンの抗酸化作用に着
目
重度の肝臓障害

Low Equivocal（肝細胞）。
DNA損傷の証拠があるが、明らかな組織損傷と炎症と
並行してのみ。
陽性対照または溶媒対照群なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、DNA 損傷を防ぐた
め、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして

Fadda et al.,
2019

169 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓)
雄ラット(Wistar) (albino)(150-
170 g)
10 匹/群

強制経口投与
1 g/kg bw/day
21日間
Group 1: 対照群 (1% CMC)
Group 2: TiO2-NPs
Group 3: TiO2  NPs
+Quercetine (200 mg/kg bw)
Group 4: TiO2  NPs +イデベノン (200 mg/kg bw)

TiO2 NPs,
アナターゼ型, 60 ± 10 nm
(TEM)  (粒子47 ±8% ; 残りの粒子は
100-500 nmの凝集体)

NSC: 4
高用量。
提供された特性は説得力がない。

Inconclusive
肝臓においてtail length及びtail DNA(%)が増加したが, 肝毒性への影響は不明。
肝臓: MDA及びカスパーゼ-3レベルの増加
血清: ALT, グルコース, TNF-, IL-6, CRP, IgG, NO, VEGFが増加。
病理組織学 TiO2 NPは, ほとんどの肝細胞に重度の変性 (核のピクノーシス, カ
リオレシス, 細胞質の空胞化) を誘発した。
クエルセチンとイデベノンの併用により, 観察された効果は減少した。

Reliability: 3
単回投与, 陽性対照なし
クエルセチンとイデベノンの抗酸化作用に
着目
DNA損傷の増加を伴う重度の毒性および炎
症

Low Equivocal（肝細胞）。
DNA損傷の証拠だが、明らかな組織損傷と炎症と並行
してのみ。陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
DNAの損傷を防ぐため、薄暗く黄色い光で行われた。
カナダ保健省食品局は、この試験品を食品用二酸化チ
タンのハザード特性評価と関連性があると見なしてい

Fadda et al.,
2018

170 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験  (肝臓)
雄ラット(SD) (albino, 160–200
g)
10 匹/群

強制経口投与
150 mg/kg bw
6週間
Group 1: TiO2  NPs
Group 2: TiO2  NPs + チモキノン (20 mg/kg bw)
Group 3: TiO2  NPs + アベナントラミド (20 mg/kg bw)
Group 4: チモキノン
Group 5: アベナントラミド
Group 6: 対照群 (1% Tween)

TiO2  NPs, 21nm (結晶型不明) NSC: 4
高用量。
分散に関する情報不足。
強制経口投与にTween 80を使用している。

Inconclusive
肝毒性による影響が不明な DNA 損傷の増加 (tail length及びtail moment) 。
肝臓, 脳, 肺, 腎臓, 心臓及び精巣に病理組織学的変化がみられた。
血液学: 総白血球数, リンパ球及び好中球の増加
血清: AST, ALT, LPO, TNF-αの増加、GSHとテストステロンの減少

Reliability: 3
単回投与, 陽性対照なし
DNA損傷の増加を伴う重度の毒性および炎
症

Low Equivocal（肝細胞）
DNA損傷の証拠があるが、明らかな組織損傷と炎症と
並行してのみである。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法には記載がない。
カナダ保健省食品局は、この試験品を食品用二酸化チ
タンのハザード特性評価と関連性があると見なしてい
ない

Hassanein et al.,
2017

171 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験  (肺の +/- Fpg及
び肝臓と肺のOgg1酵素)
雌ラット (Lean Zucker) 8 -13週
齢
, 10匹/群

強制経口投与
50及び500 mg/kg bwを週1回10週間投与; 最終投与から
24時間後に屠殺
陽性対照: KBrO3処理THP-1細胞

E171,
アナターゼ型 (0.2% ルチル型), 3つの
粒子サイズグループ:
135 ± 46 nm,
305 ± 61,
900 ± 247 nm (TEM image)

NSC: 2
ENPRAプロジェクトの分散プロトコルによる
と, TEMでは3群とも100nm以上であり, 媒体
中の流体力学的サイズは270nm, Z
電位は-37.2mVと報告されている。しかし, こ
れらの測定はすべてかなり低い濃度で行われ
ており, 凝集の兆候が観察された。

肝及び肺のコメット試験 +/- Fpg 又は Ogg1 酵素: 陰性
肺の酸化損傷DNAの修復能力 (修正コメット試験) : 陰性
肝, 肺, 脾臓のテロメア長: 肺で短縮 (p<0.05)
大腸粘膜のタイトジャンクションタンパク質 (TJP1) 発現: TJP1の発現低下
(p<0.01)

Reliability: 1 High Equivocal（肝臓および肺の細胞）
肝臓および肺の細胞では、DNA鎖切断およびFpg-また
はhOGG1感受性部位の証拠はなく、E171処理は肺組
織におけるKBrO3誘発酸化損傷の修復に影響を与えな
かった。
しかし、以下に示した限界点により、試験結果の信頼
性に疑問が生じ、陰性結果の解釈は困難である。
肝臓および肺における試験物質の全身ばく露が確認さ

Jensen et al.,
2019

172 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
肝臓と肺の+/- Ogg1o及び
EndoIII酵素
雄マウス (B6C3F1, 6- 7週齢)
5匹/群

腹腔内投与
50 mg/kg bw/day, 3日間
最終投与から4時間後に屠殺
陽性対照: MMS

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 8.9–15.3 nm (TEM)

NSC:1
単用量のばく露条件下で分散が考慮され, 一定
の凝集が確認された。組織への蓄積を定量的
に確認 (腹腔内投与により肝臓と肺に存在) し,
組織への全身的なばく露を確認した。

コメット試験 +/- Ogg1及びEndoIII 酵素: 酵素なしの肝臓において陽性；酵素を
含む肝臓及び肺において陽性
tail DNA(%)の分析, MMS 陽性対照
肝臓及び肺におけるTiO2 NPsの蓄積がみられた
遺伝子発現: 肝臓では代謝の恒常性が変化し, 肺では酸化ストレス, 炎症反応, ア
ポトーシスが誘発された。

Reliability: 2
単回投与
毒性の病理組織学的評価なし

Limited
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連していない

陽性：肝臓の DNA 損傷（ % DNA in tailの増加）
陰性：肺組織（標準アルカリコメット試験）
陽性：肝臓および肺組織の DNA 損傷（% DNA in tail
の増加）（hOGG1 および EndoIII 改良アルカリコ
メット試験）

スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。

カナダ保健省食品局は、この試験品を食品用二酸化チ
タンのハザード特性評価と関連性があると見なしてい
ない。

Li et al., 2017b

173 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (血液及び肝臓)
雄ラット (Wistar, 220 g),
6匹/群

強制経口投与
0.5 mg/kg bw/day, 45日間

TiO2  NPs, 42 nm (TEM)
(結晶型不明)

NSC:1
分散性, 安定性に関する情報不足, 凝集 (大) の
可能性があるが低用量。
強制経口投与
組織蓄積量 (肝臓, 血液, 腎臓) を定量化し, 経
口投与による臓器への全身ばく露を確認し
た。

陰性 (% tail DNA)
血中Redox parameters: GSH濃度, GPx活性, CAT活性に変化なし
ADME: 血中Ti濃度, 腎臓, 肝臓は対照群と比較し有意に増加した。

Reliability: 2
低用量での単回投与
陽性対照なし

Limited 陰性（血液、肝臓）
陽性対照なし。
スライド作成、溶解および電気泳動は、DNA の損傷を
防ぐために薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Martins et al.,
2017
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

174 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (精子)
雄ラット (Wistar,  8週齢)
6 匹/群

静脈内投与
0, 5, 25, 50 mg/kg bw
30日間 (1週間隔投与)

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 10-20 nm (TEM)

NSC: 1
静脈内投与における分散性及び安定性に関す
る情報は不十分であるが, 精巣における用量依
存的な蓄積性が確認された

陽性:  25及び50 mg/kgでDNA切断の増加 (tail length, tail movement, tail
migration) 。
精巣細胞中に生物濃縮。
精子数の減少, アポトーシスの増加 (DNA断片化, カスパーゼ-3) , クレアチンキ
ナーゼ。
抗酸化酵素: CAT, GSH- Px, SODの減少, 脂質ペルオキシダーゼの増加。

Reliability: 3
限られた数の細胞 (50cell/slide) コメット
試験 (尾の動き) による DNA 損傷を測定す
るための稀なパラメーター
陽性対照なし

Low
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

陽性(精子細胞)。
DNA損傷（tail length, tail movement, tail
migration）の有意な増加が中間用量から観察され、用
量反応の証拠がある。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Meena et al.,
2015a

175 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓及び肺)
雌マウス (C57BL/6 (B6JBOM-
F)
6週齢
9匹/群

気管内注入, 静脈内投与, 強制経口投与
162 µg/匹 TiO2 NPs
単回投与から1, 28, 180日後に屠殺

TiO2  NPs,
10.5 nm (結晶型不明)

NSC: 1
ばく露条件下で分散が測定された。
小さな凝集体が存在する可能性がある。

肝臓
陰性: すべてのばく露条件において, DNA鎖切断 (tail DNA及びtail length) は増
加しなかった。
肺
あいまいな結果 (Equivocal) : 単一の時点 (180日) で気管内注入により統計的に
有意なわずかな増加。
細胞培養系 ROS測定

Reliability: 3
陽性対照なし
カウントされた細胞数が不明
単回投与

Low 陰性（肝臓）
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法に記載がない。
OECD ガイドラインでは、投与後 2～6 時間で試料を
採取することを推奨している。
カナダ保健省食品局は 試験物質を食品用 酸化

Modrzynska et
al., 2018

176 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (心臓, 肝臓, 腎臓)
マウス (Kun Ming, 6-8週齢)
8匹/性/群

強制経口投与
2 g/kg bw, 7日間
対照群
group 1: TiO2NPs (2 g/kg bw),
group 2: TiO2NPs   + GSPE (167 mg/kg bw)
gro p 3  TiO2NP + GSPE (500 mg/kg b )

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 10-25 nm
(TEM, SEM)

NSC: 2
PBSで懸濁液の超音波処理を実施。
実際の投与量よりはるかに低い濃度で分散を
測定している。
試験した高用量 (2g/kg) より低濃度でも凝集
は確認されるレベルである

Inconclusive; 心臓, 肝臓, 腎臓でtail DNA(%)及び tail momentが増加した。組織
毒性への影響は不明であった。
グレープシードプロシアニジン抽出物 (GSPE) により影響は減少した。
病理組織学:  心臓:  心筋細胞の構造異常とわずかな空胞変性, 間質性充血と浮腫
などのわずかな変化がみられた。
肝臓   洞の拡張は様々で  肝細胞の異常と膨張を伴い  部の細胞は壊死を示し

Reliability: 3
単回投与
陽性対照なし
軽度 (心臓) から中等度 (肝臓, 腎臓) の標的
組織損傷
グレ プシ ドプロシアニジン抽出物に着

Low Equivocal(肝臓、腎臓、心臓)
3 臓器すべてにおいて、tail DNA % およびolive tail
momentが対照と比較して統計的に有意に増加した
が、臓器毒性が存在する場合のみ。
陽性対照なし。
スライド作成 溶解および電気泳動は 付加的なDNA

Niu et al., 2017

177 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓, 腎臓)
ICR 及び ICR Nrf2(-/-)  ノック
アウトマウス
6–8週齢, 20 g
12匹(wt)/性/群
8匹 (knock- out)/性/群

強制経口投与
1日1回, 7日間投与
Wild type (wt) マウス: 500, 1000, 2000 mg/kg bw
Knock-out (ko) マウス: 1000 mg/kg bw
投与前の一晩絶食
最後投与から1日後に屠殺

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 10-25 nm
(SEM, TEM)

NSC: 4
非常に高い用量で, 適切な分散を確保するため
の指標がない。

肝臓と腎臓のコメット試験:  陽性； Olive tail momentの測定:  wtとkoのマウス
で用量依存的に増加 (高用量の腎臓で, koマウスは最大11倍, wtマウスは7倍増
加) 。
肝臓と腎臓のROSレベル: 用量依存的にwtよりkoで強く増加した。
酸化ストレス 肝臓及び腎臓のMDA量は用量依存的に増加, SOD及びGSH-Px活
性は低下, wtマウスよりもkoマウスで強い変化がみられた。

Reliability: 2 陽性対照なし
病理組織学に関する情報は報告されていな
い
不十分なパラメータの測定 (Olive tail
moment)

Limited 陽性（肝臓、腎臓）
最低用量から% tail DNAの用量依存的な増加が観察さ
れた。 Nrf2(-/-) マウスで大きな反応が見られた。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解および電気泳動は、付加的なDNA
損傷を防ぐために薄暗く黄色いの光の下で実施され

Shi et al., 2015

178 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (気管支肺胞洗浄
(BAL) 細胞, 肺, 肝臓)
雌マウス (C57BL/6J BomTac,  6
–7
週齢)
8匹/群

気管内注入による肺へのばく露
18, 54, 162 µg/マウスを単回投与 (1.5, 5, 15 日間労働に
おけるばく露に相当, デンマークのTiO2職業ばく露レベ
ル (6 mg Ti/m3-10 mg TiO2/m3))
投与後1,3,28日目に屠殺
H2O2  陽性対照

TiO2  NPs,
ルチル型, 10 nm,

NSC:1
すべてのばく露条件において分散性が測定さ
れ, 投与量による差異は認められなかった。
TiO2 NPsは良好な分散性が確認された。

コメット試験:
陽性;
i) BAL 細胞: 陰性。tail DNA(%) の結果；3 日目にtail lengthが増加 (低用量及び
中用量；p<0.001) 。
ii) 肺: すべての用量で28 日目にtail DNA(%) とtail lengthが全用量で増加 (用量
反応なし)  (p<0.001) 。

) 肝臓    ( ) が増加 (高用量 )   尾長が増加 (最

Reliability: 1 Limited
ばく露経路による

Wallin et al.,
2017

179 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (脳)
雄ラット (Wistar, 8週間)
6匹/群

静脈内投与 (尾静脈)
0, 5, 25, 50 mg/kg bw, 週1回, 4週間投与

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 10–
20 nm (TEM)

NSC:1
ばく露条件下で測定した分散度 (静脈内注射に
PBSを使用) 。
Tiの脳内蓄積量を用量依存的に測定。

コメット試験: 陽性: 脳細胞におけるtail length, tail movement , tail migration
の増加 (25及び50mg/kg) 。
酸化ストレス: ROS, NO, MDA, IFN-γ, TNF-αの増加及びNF-KBの活性化。
SOD及びGSH-Pxの減少。アポトーシスマーカーの発現 (p53, Bax, Bcl-2, cyto
c)

Reliability: 2
陽性対照なし
コメット試験 (tail movement) によるDNA
損傷を測定する稀なパラメータ
病理組織学に関する情報は報告されていな
い

Limited
投与経路は食事によるばく露
とは関係ない

陽性(脳細胞)
DNA損傷（tail length, tail movement, tail
migration）の有意な増加が中間用量から観察され、用
量反応を示す証拠がある。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、DNA損傷の追加を
防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない

Meena et al.,
2015b

180 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (血液)
雄ラット (Long-Evans, 10-12週
間)
3匹/群

腹腔内投与
5 mg/kgbwのTiO2を1 mLのキシロカインに溶解し3日間
投与 (毎日腹腔内投与)
G1群: 48時間後に屠殺
G2群: 72時間後に屠殺

TiO2  NPs, 21
nm (結晶型不明)

NSC: 3
腹腔内投与懸濁液の分散条件と分散レベルに
関する情報がない
.

コメット試験 (lymphocytes):
G1, G2群では, 細胞毒性及びDNA切断の誘発は認められなかった。
病理組織学: G1群では肝細胞の細胞質に空胞がみられた。G2群では泡状の細胞
質と粒状のクロマチンを有する核を有する肝細胞がみられた。
腎臓: わずかな糸球体の後退と中程度の血管のうっ血がみられた。

Reliability: 4
データ提供なし (細胞の写真のみ)
陽性対照なし

Low 陰性（リンパ球）
陽性対照なし。
スライド作成、溶解および電気泳動は、DNA のさらな
る損傷を防ぐために薄暗く黄色いの光の下で実施。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Moran-Martinez
et al., 2018

181 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験
(+/- Fpg in 肝臓, 腎臓, 精巣)
野生型及びOgg1-/-マウス

静脈内投与
単回投与 5 mg/kg bw; 投与後1日目及び7日目に屠殺

TiO2NPs, 21 nm [試験材料の記載から
P25/NM-105である可能性がある(ア
ナターゼ型/ルチル型, 15-24nm)]

NSC: 1
試験溶液 (懸濁液にBSAとPBSを使用) の分散
性と安定性を測定。

コメット試験 +/- Fpg (肝臓, 腎臓)
1日目: DNA損傷なし
7日目: 陽性; tail DNA(%)のみ増加＋精巣のFpg増加 (wtマウスのみ)
陽性対照 X線処理マウス
精子DNA断片化アッセイ: 変化なし
遺伝子発現

/   傷応  (   )  応

Reliability: 2
単回投与
結果の解釈が難しい (すなわち、精巣のみ
で遅いharvest timeの場合のみ陽性)

Low
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

WTマウスではFpg感受性部位の増加により7日目に陽
性、しかしDNA鎖切断の証拠はない（精巣細胞）。
KOマウスとWTマウスでは1日目に陰性（肺、精巣、
肝細胞）、KOマウス（肺、精巣、肝細胞）およびWT
マウス（肺、肝細胞）では7日目に陰性。
スライド作製時、溶解時、電気泳動時の環境光制御の

無

Asare et al., 2016

182 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓, 腎臓)
マウス (Swiss-Albino, 7–8週齢)
5匹/性/群

強制経口投与
200 及び500 mg/kg bw/day, 90日間 (OECD TG 408,
1998準拠)
陽性対照: シクロホスファミド (CP)

TiO2  NPs, 58.25 ± 8.11 nm
(SEM)(結晶型不明)

NSC: 4
分散に関する情報が不十分。
高用量しか使用されていない。

Inconclusive;
高用量でtail DNA(%)の増加
肝臓と腎臓 (200及び500 mg/kg bw) の組織毒性への影響は不明: S期細胞の減
少, G2/M細胞の増加, 細胞生存率の減少。
亜慢性経口毒性: 500mg/kgで重篤な毒性; 頭蓋内及び腹膜腔内出血
生化学・血液学的 高用量群: 肝酵素, トリアシルグリセロール, 総コレステロー
ルの増加, 赤血球数, ヘモグロビン濃度数の減少, 血小板数の減少, 白血球数の増
加が認められた。
病理組織学: 高用量群: 肝臓: 肝細胞に出血の徴候を伴う異常な細胞構造。腎臓:

Reliability: 3
陽性対照なし
標的組織の重度の損傷、肝臓及び腎臓

Low 陽性（肝臓と腎臓の細胞）。
最高用量において DNA 損傷 (tail length, % tail DNA,
tail moment, Olive moment) が統計的に有意に増加し
た。
スライド作成、溶解および電気泳動は、付加的なDNA
損傷を防ぐために薄暗く黄色いの光の下で実施され
た。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして

Chakrabarti et
al., 2019
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添付資料２_ 遺伝毒性情報一覧

No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

183 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (白血球)
雄ラット (Wistar, 4ヶ月齢)
6匹/群

強制経口投与
50, 100, 200 mg/kg bw/day, 60日間

TiO2  NPs,
アナターゼ型, 5-12 nm

NSC:2
追加情報なしで超音波処理を実施。

コメット試験 (白血球): 陽性; 100及び200 mg/kg bw群でDNA損傷 (Tail
moment) が増加。
血液学的パラメータ: TiO2 NPは, RBCとHCTを減少させ, MCV, PLT, MPV及び
WBCを用量依存的に増加させた。
血液塗抹標本分析: 50 mg/kg bw 群: 異常形状の赤血球, 100 及び 200 mg/kg
bw 群: 同上＋異常形状核及びhypersegmented nucleiを有するリンパ球及び好
中球。

Reliability: 2
陽性対照なし
不十分な報告パラメータ (tail moment);
コメット試験における細胞毒性の情報なし

Limited Grissa et al.,
2015

184 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (PBMC)
雌ラット (Wistar, 8週齢)
6-8匹/群

静脈内投与
0.59 mg/kg bw
単回ばく露, 1日後, 1, 2, 4週間後に屠殺
陽性対照 (ex vivo exposure): H2O2

TiO2NPs (NM-105),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
二峰性分布の結果が報告されて, 61%が84nm
にあり, 凝集が少ないことが示唆された。

コメット試験 +/- Fpg (PBMCs) : 陽性; Fpgを使用しない場合, tail DNA(%)は1
日目のみ増加 (凝集の少ない分散液)

Reliability: 2
単回投与試験

Limited
投与経路は食事からの摂取に
関連しない

陽性（末梢血単核球）
Fpg非存在下で最終処理後1日目の% tail DNAが増加し
たが、Fpg存在下や他の時点では増加しなかった。
スライド作成、溶解および電気泳動は、付加的なDNA
損傷を防ぐため、薄暗く黄色いの光で実施された。
カナダ保健省食品局は この試験品を食品用二酸化チ

Kazimirova et al.,
2019

185 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (脾臓)
雄ラット (Wistar, 8週齢(220 g))
6匹/群

静脈内投与
TiO2NPs 5, 25, 50 mg/kg bw,
週1回, 30日間投与

TiO2NPs,
アナターゼ型,10- 26 nm (TEM)
(粒子表面の化学組成について 18% の
銅が報告されている)

NSC: 1
分散プロトコルで良好な分散性が確認された
が, 静脈内投与で使用される濃度の100～1000
分の1であったため, 試験された用量における
凝集の可能性は排除できない。Tiは組織で測
定されたが, 細胞内への取込みに関する情報は
ない。

コメット試験 (脾臓): Inconclusive; 25及び50 mg/kg b.w. でのコメットパラ
メータ (tail moment, length, migration) の増加。組織毒性への影響は不明。
脾臓における Ti の用量依存的な蓄積
脾臓の病理組織学:  死細胞の用量依存的な割合と白血球の減少, アポトーシス/
ネクローシス, 巨核球の浸潤。
ROSの増加
血液学的パラメータ:  50mg/kg b.w.で好中球, IFN-γ, IL-4分泌CD4+細胞の増

Reliability: 3
陽性対照なし
2 つの最高用量濃度で中等度から重度の標
的組織損傷

Low
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

Equivocal（脾臓細胞）
25 mg/kg bw/dからDNA損傷の証拠（tail length, tail
moment, tail migration）が見られたが、組織損傷と
炎症と並行してのみであった。
スライド作成、溶解、電気泳動は、さらなるDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色いの光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化

Kumar et al.,
2016

186 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓)
雄マウス (gpt Delta transgenic
C57BL/6J, 8週齢)
5匹/群

静脈内投与
2, 10, 50 mg/kg bw/week
4週間 (maximum dose selected stably dispersed for a
long period)
コメット試験: 最終投与3日後
陽性対照なし

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
各濃度について分散レベルを測定し, Ti確認に
よるEMで細胞内在化を確認した。

コメット試験 (肝臓): 陰性;
陰性；％tail intensityの増加はみられなかった。TiO2 NPsの局在。Tiは肝実質
細胞とクッパー細胞で検出された (核にも存在する)

Reliability: 2
陽性対照なし
OECD TG 489に準拠していない屠殺のタイ
ミング
ただし、粒子の存在が実証されているた
め、この場合は小さな制限と見なされる

Limited 陰性（肝臓）
陽性対照なし。
スライド作成、溶解および電気泳動は、DNA損傷を防
ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Suzuki et al.,
2016

187 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓)
雄マウス (albino)
10匹/群

腹腔内単回投与
1週間に1回, 1ヵ月間投与
400 mg/kg bw TiO2 アナターゼ型
陽性対照: シクロホスファミド

TiO2, アナターゼ型 (その他の情報な
し)

NSC: 3
分散性, 安定性に関する情報がない。

コメット試験  (肝臓): 陽性;
DNA損傷を受けた細胞の割合 (損傷は0-3のスコアで細胞に視覚的に割り当てら
れた);  最高用量で増加 (19%) 対 対照群 (9%)
酸化ストレス: 最高用量でグルタチオンペルオキシダーゼ活性, アルブミン, グロ
ブリン, A/G比, ALT 及び AST, B-細胞集団の最高用量で有意な増加がみられ
た。

Reliability: 3
コメット試験のパラメータを分析するため
の標準的な方法ではない。
サンプリング時間が報告されていない。

Low
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

陽性（肝臓）
最高用量で、DNA損傷が統計的に有意に増加した。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法には記載されていない。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

El-Bassyouni et
al., 2017

188 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (脳)
雄マウス (Swiss Webster), 10–
12週間
3匹/群

強制経口投与
500 mg/kg bw/day
5日間ばく露
24時間後, 7日後, 14日後に屠殺

TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型, 46.23 ±3.45
nm (TEM)

NSC: 4
高用量ばく露のみ。
分散性, 安定性に関する情報不足。

コメット試験: Inconclusive;
14日後にtail lengthとtail momentが有意に増加した; tail DNA(%)は増加せず,
組織毒性への影響は不明であった。
病理組織学: 細胞外及び細胞内の脳浮腫 (24時間後及び7日後) , 神経細胞の空胞
化 (14日後)

Reliability: 3
単回投与
陽性対照なし
中程度から重度の標的組織損傷

Low Equivocal（脳細胞）
DNA損傷の証拠があるが、明らかな組織損傷と並行し
てのみ。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、 DNA 損傷を防ぐ
ため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Mohamed and
Hussein, 2016

189 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓, 骨髄, 脾臓,
胸腺, リンパ節)
雄マウス (Swiss albino, 20–25
g)
5匹/群

強制経口投与
0.2, 0.4, 0.8  mg/kg bw;
28日間

TiO2NPs,
ルチル型, 21-31 nm (TEM)
球状・棒状粒子 (TEM)
21-31 nm (TEM)

NSC: 2
分散を測定し, 高い凝集度を確認した。

陽性
脾臓 (全用量) , 肝臓, 胸腺及びリンパ節 (0.4 及び 0.8 mg/kg bw) , 骨髄 (最高用
量のみ) でtail DNA(%)が増加した。

Reliability: 2
コメット試験における陽性対照なし
臓器毒性に関する情報なし
不十分な報告、不明確なプロトコル (スコ
ア化された細胞/動物の数)

Limited 陽性（肝臓、骨髄、脾臓、胸腺、リンパ節）
脾臓では最低用量から、肝臓、リンパ節、胸腺では中
間用量から、骨髄では最高用量から、% tail DNAの統
計的に有意な増加が観察された。大部分の組織におい
て用量反応を示す証拠がある。
組織/臓器毒性に関する情報はない。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験品を食品用二酸化チ
タンのハザード特性評価と関連性があると見なしてい
ない。

Manivannan et
al., 2020
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

190 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (脾臓)
ラット (Wistar)
10 匹/群

強制経口投与
20, 40 mg/kg bw/day
90日間

TiO2  (成分の粒度分布及び結晶形に関
する情報なし)

NSC: 3
0.5 % ヒドロキシプロピルメチルセルロースへ
の懸濁液の分散度, 安定性が不明。

陽性
解析した3つのパラメータ (tail length, tail DNA(%), tail moment) の用量依存的
な増加がみられた。
脾臓の病理組織学的検査では, 組織損傷の用量依存的な増加が示された (リンパ
球の壊死, white and red pulp expansion, マクロファージの増加, haemorrage及
びヘモセドリン沈着, 線維化)。
免疫反応の抑制 (いくつかの免疫毒性及び細胞毒性パラメータの解析) がみられ
た。

Reliability: 3
陽性対照なし
実験の詳細なし（カウントされた細胞数を
含む）
不十分な報告
標的組織の軽度から中等度の損傷

Low Equivocal(脾臓細胞)
DNA損傷の証拠。ただし、組織損傷と炎症に付随する
もののみ。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、 DNA 損傷を防ぐ
ため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Hashem et al.,
2020

191 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (白血球, 気管支肺
胞洗浄細胞)
雌マウス (C57BL/6JRj, 8週齢)

単回強制経口投与及び口腔咽頭吸引
17, 117 nm (10, 50, 250 µg/マウス)
投与3日後に気管支肺胞洗浄細胞及び血球中の分析
コメット試験の陽性対照: H2O2

1) TiO2NPs (JRCNM1020 2a), アナ
ターゼ型, 17 nm
2) TiO2 (JRCNM1022 00a), アナター
ゼ型, 117 nm

NSC: 1
NANOREGに基づくプロトコルにより様々なレ
ベルの凝集を得ることができる。

陽性
血液 (TiO2 NPs 17 nm と TiO2 117 nm) TiO2 NPs 17 nm (小凝集体)及びTiO2
117 nm(大・小凝集体)は, すべての用量で, 117 nmの大凝集体によるtail
DNA(%) の増加が大きかった。
BAL細胞: 結果が示されていない。

Reliability: 2
用量-反応なし

Limited 陽性（白血球）
小さな凝集体では、すべての処理群で% tail DNAの統
計的に有意な増加が観察されたが、用量反応の証拠は
なかった。
大きな凝集体については、どの処理群でも%tail DNA
に統計的に有意な差は観察されなかった。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているか、試験方法に記載されていない。
カナダ保健省食品局は、この試験品を食品用二酸化チ
タンのハザード特性評価と関連性があると見なしてい
ない。

Murugadoss et
al., 2020

192 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (BAL細胞, 肺, 肝
臓)
雌マウス (C57BL/6j, 7週齢)
BAL細胞及び組織採取: 7匹/群
組織学的検査: 5匹/群
溶媒対照群: 2-4匹/群

気管内投与
18, 54, 162 µg/マウス
BAL細胞, 肺, 肝臓: 投与後1, 3, 28, 90, 180日目に評価
陽性対照: H2O2処理したA549細胞
病理組織学的検査: 投与後28, 90, 180日目

1) TiO2NPs, アナターゼ型 (11% ルチ
ル型) (XRD), 12-50 nm (TEM)
2) TiO2NPs, アナターゼ型 (6% ルチル
型) (XRD), 16-28 nm (TEM)

NSC: 1
分散プロトコルと分散レベルに関する情報が
提供されている。
ばく露及び細胞内への取込み確認において, 粒
子がTiを含むことの確認がない。

コメット試験:
陰性
統計的に有意な減少がみられ, 陽性の結果はわずかであった。用量との関連はな
かった (tail DNA(%) 及び tail length)
ROS
測定: 両方のTiO2 NPsによって用量依存的な増加が誘発された。
肺組織におけるTiO2 NPsの可視化
病理組織学:  気管支肺胞洗浄液の細胞組成; 急性炎症は好中球数で測定; 肺及び
肝臓の急性期反応。

Reliability: 3
コメット試験に関する報告は限られてお
り、炎症反応に焦点が当てられている

Low
投与経路
限られた研究内容

Danielsen et al.,
2020

193 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓, 腎臓, 肺)
ラット (SD)
15 匹/群 (対照群1群, 投与群2群)

気管内注入
0.2 及び1.0 g/kg bw 単回投与
投与後1,3,7日目に分析

TiO2NPs,
アナターゼ型,   10-25  nm  (SEM,
TEM)

NSC:1
組織中のTiを測定することで分散を測定し, ば
く露を確認。

コメット試験: 陽性  (Olive tail moment 及び tail DNA(%)の用量依存的な増加)
。ばく露後1,3,7日目では差はなかった。1g/kg bwのばく露後, 肝臓, 腎臓及び肺
にのみTiO2 NPsの局在化がみられ, ばく露1日後にピークに達した。
酸化ストレスマーカー: すべての組織において, 用量依存的にMDAが増加し,
GSHとSODが減少した。
PI3K- AKT/FOXO3a シグナル伝達経路の活性化がみられた。
遺伝子発現:
XRCC1, ChK2, GADD45αの用量依存的な増加。
組織病理学
肺: 両群で炎症性変化, 高用量群ではより重篤であった。
肝臓と腎臓についても病理組織学的所見が報告されているが, 不十分である

Reliability: 3
結果の限定的な報告; 粒子の気管内投与に
不適切な高用量
標的組織 (肺) の中程度から重度の損傷;
陽性対照なし

Low
投与経路
限られた研究内容

Han et al., 2020b

194 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肝臓+/- Fpg)
雄マウス (Swiss albino)
5 匹/群

強制経口投与
10, 50, 100 mg/kg bw/day 14日間
分析: 投与後24時間
陽性対照: EMS, 単回腹腔内投与 100 mg/kg b.w.
酸化ストレスの陽性対照: K2Cr2O7

TiO2NPs,
アナターゼ型, 20-50 nm

NSC: 1
各投与量について超音波照射と凝集レベルが
報告され, 凝集レベルが観察された。

コメット試験: 陽性
-Fpg: 最も高い2つの用量のtail DNA(%), すべての用量のOTMにおいて陽性を示
した。
+Fpg: -Fpg と同じ用量で DNA 損傷が増加した。
病理組織学: 10 mg/kg bw と 50 mg/kg bw では有意差はなかった。
酸化ストレスマーカー: 50 及び 100 mg/kg bw で MDA, ROSが増加; 最高用量
で GSH が減少した。
肝機能の生化学的 カ  ALT  ALP (50及び100 /k で有意に増加) 

Reliability: 1 High 陽性（肝細胞）
50 mg/kg bw 以上の濃度において、統計的に有意な%
tail DNA の用量依存的増加が認められ、用量反応性が
示唆された（Fpg の有無に関わらず）。Olive tail
moment の用量依存的な増加が全投与群で認められ、
用量反応性が示唆された（Fpg の有無を関わらず）。

Shukla et al.,
2014

195 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (肺, 末梢血, 肝臓)
雄ラット (SD)
4匹/群

8日間にわたり3回の気管内投与
0.5, 2.5, 10 mg/kgw
投与2時間後及び35日後に分析
陽性対照: MMS (150 mg/kg)

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
各用量で凝集レベルが報告され, 組織の測定に
よりばく露が確認された。

コメット試験: 2時間後及び35日後に肺に陽性反応, 中高用量で2時間後及び35日
後に肝臓に陽性反応, 中高用量で35日後に血液に陽性反応
ヘッジホッグ細胞: 標的組織での毒性はみられなかった。
毒性マーカー BAL細胞中のLDH: 2時間, 中・高用量でのみ有意に増加。
炎症マーカー (インターロイキン, TNF-α, IFN-γ, KC-GRO) : 血漿及びBAL細
胞で2時間後にのみ有意に増加。
BAL細胞で2時間後の最高用量のみ有意な増加がみられた。

Reliability: 2
陰性対照は報告されていない (陰性対照へ
の正規化後に表される DNA 損傷パラメー
ター)

Limited
報告されていない過去に用い
られた対照範囲に関して評価
された結果の生物学的関連性
非経口ばく露経路

Relier et al., 2017
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

196 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験（骨髄、肝臓、
脳）
雄F1 (CBAxB6)マウス
5匹/群

強制経口投与
40, 200 mg/kg bw, 7日間
最終投与の24時間後に屠殺
ランダムに選択した100個のコメット/器官/動物を分析

TiO2,
アナターゼ型, 160 nm ± 59.4 nm

NSC: 3
分散方法の情報なし

骨髄: 陽性
肝臓と脳: 陰性

Reliability: 2
陽性対照なし。
分析を行ったのは 100 個のコメット/臓器
のみ。
骨髄の MN アッセイで報告された未変化の
PCE/NCE を除いて 標的臓器毒性に関す

Limited Equivocal（骨髄細胞）
陰性（脳および肝細胞）
骨髄細胞では、いずれの用量でも% tail DNAの割合が
統計的に有意に増加したが、増加程度は小さく、用量
反応を示す証拠もないため、生物学的意義は不明であ
る

Sycheva et al.,
2011

197 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験（肺）
雄Crl: CD(SD) ラット

1)単回投与
気管内 (INT) 注入: 1.0、5.0mg/kg bw
ラットは投与後 3 時間または 24 時間で屠殺
 
2) 反復投与
気管内注入： 0.2 または 1.0 mg/kg bwを1回/週1 回、5
週間
最終投与の 3 時間後にラットを屠殺
陽性対照：EMS（屠殺の3時間前に経口投与）

TiO2NPs,
アナターゼ型, 5 nm

NSC: 1
分散と安定性に関する情報の提供

1)単回投与：陰性
2)反復投与：陰性

Reliability: 1 Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

Naya et al., 2012

198 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (骨髄白血球 )
雄ラット (Wistar)
7匹/群

静脈内単回投与
5 mg/kg bw
投与の24時間後、1週間後、および4週間後に屠殺

TiO2NPs (NM-105),
アナターゼ/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
投与前に超音波処理を実施

陰性 Reliability: 2
陽性対照なし; 1 つの用量のみ; サンプリン
グ時間
OECD TG 489 に完全には準拠していな
い。

Limited
投与経路が食事からの摂取に
関連しない。

陰性: DNA損傷 （骨髄白血球）
スライド作成、溶解および電気泳動は、付加的なDNA
損傷を防ぐために薄暗く黄色いの光の下で実施され
た。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Dobrzynska et
al., 2014

199 in vivo DNA damage (Comet
assay)

コメット試験 (骨髄、肝臓、脳)
雄マウス (Swiss Webster)
5匹/群

腹腔内投与
0, 500, 1,000, 2,000 mg/kg bw/day 5日間
24時間後に屠殺
陽性対照：cyclophosphamide

TiO2 NPs,
ルチル型とアナターゼ型の混合物
(XRD), 44 nm (XDR), 多面体形態
(TEM)

NSC: 1
組織中の Ti 測定によりばく露が確認された。
分散方法に関する情報なし。

陽性（すべての組織） Reliability: 2
”細胞毒性の適切な測定が行われていない状
況で、tail length、%DNAおよびtail
moment の有意な用量依存的増加が見られ
た”(EFSA ANS Panel、2016)

Limited
この研究で適用された腹腔内
投与経路は、非生理学的であ
るため、OECD ガイドライン
では推奨されていない。投与
経路が食事からの摂取に関連
しない。

陽性: すべての用量における3種類の細胞（骨髄、脳、
肝細胞）のDNA損傷（tail length, % DNA in tail
mean, tail moment）
スライド作成、溶解および電気泳動は、付加的なDNA
損傷を防ぐため、薄暗く黄色いの光で実施された。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

El-Ghor et al.,
2014

200 in vivo DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験 (肝臓)
雄アルビノマウス
10匹/群

腹腔内投与
濃度: 100, 200, 400 mg/kg bw/d
ばく露: 週1回4週間
屠殺時期は不明
溶媒: 生理食塩水
陽性対照: シクロホスファミド 40 mg/kg bw (腹腔内投
与)

TiO2-NPs, 粒子サイズ不明, アナター
ゼ型(BDH)
試料調製に関する情報なし

- - - - 陽性 (肝臓)
最高用量でDNA損傷が統計的に有意に確認された。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法に記載されていない。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

El-Bassyouni et
al., 2017

201 in vivo DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験 (肝臓、脾
臓)
3ヶ月齢のマウス ( C57B1/6-Tg
(LacZ)、性別不明 )
5 - 6匹/群

静脈注射
濃度: 10, 15 mg/kg bw/d
ばく露: 2日間
最終投与から28日後に屠殺
陽性対照: N-エチル-N-ニトロソ尿素 120 mg/kg/bw (腹
腔内注射)

TiO2-NPs, mean 22nm, アナターゼ型
(NM-102; JRC nanomaterial)
NANOGENOTOX分散プロトコルに従
い、0.05% w/v BSA溶液を400 W、16
分間超音波処理を行い、安定した分散
液を調製

- - - - 陰性 (肝臓、脾臓）
スライド作成、溶解、電気泳動は、付加的なDNA損傷
を防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。
OECDガイドラインでは、投与後2 - 6時間後に検体を
採取することを推奨している。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして

Louro et al., 2014

202 in vivo DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験 (胃)
10 -12 週齢の雄マウス (Swiss
Webster)
5匹/群

強制経口投与
濃度: 5, 50, 500 mg/kg bw/d
ばく露: 5日間
最終投与から24時間後、7日後、14日後に屠殺

 

TiO2-NPs, 46.23 ± 3.45 nm, アナ
ターゼ型 22%, ルチル型77% (Sigma)
超音波処理を行い、安定した分散液を
調製 (その他の詳細情報はなし）

- - - - Equivocal (胃細胞)
すべての投与群でDNA損傷の証拠が示されたが、明ら
かな細胞毒（様々な酸化ストレスマーカーで測定）と
並行してのみ認められた。用量反応の証拠と同時に、

Mohamed, 2015

203 in vivo DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験 (骨髄、
脳、肝臓)
雄マウス ( CBAxB6)
5匹/群

強制経口投与
濃度: 40, 200, 1,000 mg/kg bw/d
ばく露: 7日間
最終投与から24時間後に屠殺
溶媒: 蒸留水

TiO2-NPs, 33 ± 16.7 nm, アナターゼ
型 (供給元: ロシアの化粧品会社)
蒸留水により分散液を調製（その他の
詳細情報はなし)

- - - - 陽性 (骨髄、肝臓)
陰性 (脳)
陽性結果 (% tail DNA) は、骨髄では最低用量から、肝
臓では最高用量で観察された。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動は、DNA の追加損傷を
防ぐため、薄暗く黄色い光の下で実施された。

Sycheva et al.,
2011
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EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

204 in vivo DNA damage (Comet
assay)

アルカリコメット試験 (末梢血白
血球)
4 - 5月齢の雄マウス ( CBAxB6)
5匹/群

飲水投与
濃度: 飲料水中の500 mg/kg bw/d (他の遺伝毒性試験の
用量計算が不正確であるため、マウスがばく露された
TiO2-NPsの濃度は不明）
ばく露期間は不明
溶媒: 蒸留水

TiO2-NPs, mean 21 nm, アナターゼ型
75%,
ルチル型 25% (Degussa-Evonik)
使用直前に蒸留水中の粒子を15分間超
音波処理することにより、安定な分散
液を調製

- - - - Equivocal (末梢血白血球)
tail momentを増加させるが、細胞毒性は評価されて
いないため、結果の解釈は難しい。
陽性対照なし。
スライド作成、溶解、電気泳動中に周囲の光を制御し
ているかどうか、試験方法に記載されていない。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化

Trouiller et al.,
2009

205 in vitro DNA binding ヒトゲノムDNAへの結合 (in
vitro)

方法: 紫外可視分光法と臭化エチジウム(EtBr)蛍光発光ス
ペクトルの消光法

TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型,
<100 nm

NSC:2
水と培地について, 異なる濃度での一連の関連
特性が報告されているが, 凝集レベルを直接測
定していない。

陽性
UV–visible study: TiO2 NPsは紫外線吸光度を増加させた。これは, リン酸骨格
との静電的相互作用により, DNAのコンフォメーションが変化したためと思われ
る。
Quenching study: DNA塩基間に挿入されたTiO2 NPによるEtBr蛍光の減少がみ
られた。

Reliability: 2 Limited Patel et al., 2016

206 in vitro DNA binding リンパ球由来のDNAへの結合 (ヒ
トドナー)
ヒトゲノムDNAへのDNA結合 (in
vitro)

ばく露:
蛍光測定によるDNA結合度 2-3分
方法: 臭化エチジウム (EtBr) 蛍光スペクトルの消光によ
るDNA結合の測定

TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型, 21 nm

NSC: 2
ばく露条件下で分散性を測定 (培地はFBSを使
用) 。
凝集体を確認し, 24時間まで良好な安定性を示
した。

陽性
DNAの塩基間に挿入されたEtBrがTiO2 NPsによって置換されることから, イン
ターカレーション型の結合様式であることが示唆された。
TiO2 NPsとDNAの強い結合親和性。(結合定数(Kb) =4.158 x 106 M-1)

Reliability: 2
無細胞系における単離されたDNAとの結合
蛍光消光法のみで結合を測定

Limited Patel et al., 2017

207 in vitro DNA binding 子牛胸腺DNAへの結合 方法:
1) 紫外線-可視分光法
2) 蛍光消光法
3) 円偏光二色性 (CD)
4) ドッキング解析

TiO2NPs, ルチル型, 14 nm (XRD) NSC: 2
滴定に使用した溶液は, Milli Q水に分散させ,
超音波処理をおこなった。

紫外線-可視光で陽性。二本鎖DNAの巻き戻しによるハイパークロミズム；強い
結合親和性 (結合定数 (Kb) ＝5.4 x103 M-1.
ドッキング解析: マイナーグルーブ, 特にA:T塩基対への結合がみられた。

Reliability: 2
試験項目の説明が不十分

Limited Ali et al., 2018

208 in vitro DNA binding 一本鎖DNA (ssDNA) 及び二本鎖
DNA (dsDNA) へのTiO2-NPの結
合性
(サケ精巣由来)

方法: キャピラリー電気泳動法とUV検出及び赤外分光法
の組合せ

TiO2  NPs, 21 nm (その他の情報なし) NSC: 2
超音波処理と部分的な情報あり。
平均流体力学的直径の測定により凝集を確認,
分布に関する情報なし。

陽性:
1) dsDNAとssDNAの両方に結合する
2) 赤外分光法では, DNAのリン酸骨格を介して結合相互作用が起こることが示
された。
3) ssDNAはdsDNAよりもDNAに吸収されやすい。
4) DNAとTiO2 NPsの結合は, DLSによって測定される流体力学的直径の減少を
もたらした。

Reliability: 2 Limited Alsudi rand Lai,
2017

209 in vitro DNA binding TiO2NPs単独及びDoxorubicin
(DOX) 併用によるin vitroでの子
牛胸腺DNAへの結合性
In vivo
T47D 及び MCF7 乳癌細胞にお
ける TiO2NPs+DOX の組合せの
抗増殖作用

方法: UV-Vis吸収分光法及び円偏光二色性 (CD) , DNA熱
変性試験, フローサイトメトリー及び蛍光顕微鏡によるin
vitro試験

TiO2NPs, アナターゼ型, nominal
size<10 nm

NSC: 1 結合試験
NSC: 3 細胞試験 (超音波処理において細胞培
地での安定性や分散に関する情報がない)

陽性
1) TiO2NPとDNAの結合はUV吸光度の増加によって示された
2) TiO2NPとDOXはDNAと熱的に安定な複合体を形成した
3) CDスペクトルによってTiO2単独及び組み合わせによって引き起こされる
DNA構造の変化が確認された
4) TiO2NPとDOXの組み合わせで細胞を処理するとDOXの吸収が増加し単独化
合物の毒性を増加させることが示された

Reliability: 1 High Hekmatet al.,
2013

210 in vitro DNA binding in vitroにおけるTiO2NPs単独及
びパクリタキセル (PTX) 併用時
の子牛胸腺DNAへの結合性
In vivo
MB- 231乳癌細胞におけるTiO2
NPs+PTXの組合せの抗増殖作用

方法: 紫外-可視吸収分光法及び円偏光二色性 (CD) , 臭化
エチジウム (EtBr) 存在下での蛍光分光法

TiO2NPs, アナターゼ型,
< 10 nm

NSC: 1 結合試験
NSC: 3 細胞試験 (超音波処理において細胞培
地での安定性や分散に関する情報がない)

陽性
1) TiO2NP と DNA の結合は UV 吸光度の増加によって示された
2) TiO2NP と PTX はDNAと熱的に安定な複合体を形成した
3) CD スペクトルは TiO2 単独及び併用によって引き起こされる DNA 構造変化
を示すした
4) 蛍光結果は PTX+ TiO2 NP がnon-intercalativeなメカニズムで複合体を形成
することが示唆された
5) TiO2NP と PTX を組み合わせて用いることで，MB-231 細胞の毒性が増加し
た。

Reliability: 1 High Hekmat et al.,
2020

211 in vivo Other in vivo  assays
DNA binding

肝細胞へのDNA結合
Sprague- Dawley ラットへの
TiO2-NPs の経鼻投与 (in vivo 試
験)

経鼻投与
300 µg/ラット/day 45日間
1) UV-VIS吸収スペクトル
2) アガロースゲル中のDNAのマイクロ放射光蛍光X線分
析 (m-SRXRF)
3) 原子間力顕微鏡

1)TiO2NPs,
アナターゼ型 < 25 nm
2) TiO2, ルチル型 < 5 µm
3) TiO2NPs, アナターゼ型/ルチル型
(95-90/5-10%),
< 100 nm

NSC: 1
超音波処理を行い, DNA中のTiを測定すること
でばく露を確認した。

陽性 (DNAへの結合) : TiO2 NPs アナターゼ型とTiO2 NPs アナターゼ型/ルチ
ル型混合物
陰性: TiO2粒子。
DNA断片: TiO2 NPs アナターゼ型は存在するが, TiO2粒子は存在しなかった。
AFMによるDNA分子内のTiO2NP凝集体 (networks of tangled DNA strands) 。
TiO2ルチル型粒子では, このような構造はみられなかった。

Reliability: 1 High Jin et al., 2013

212 in vivo Other in vivo  assays
DNA binding

腹腔内投与されたICRマウスの肝
DNAへの結合 (in vivo試験)

腹腔内投与
5, 10, 50, 100, 150 mg/kg bw/day 14日間
方法
1) UV-Vis吸収分光法
2) 拡張X線吸収微細構造(EXAFS)分光法
(EXAFS) 分光法
3) 円偏光二色性(CD)分光法
DNA中のTiO2- NPのin vivo測定法: 誘導結合プラズマ質
量分析法(ICP-MS)

TiO2  NPs,
アナターゼ型 5 nm (XRD)

NSC: 1
超音波処理を行い, 肝細胞DNA中のTiを測定す
ることでばく露を確認した。

陽性: 静電相互作用によるDNAの構造変化
EXAFS: TiO2 NPsは, DNAの3つの酸素/窒素原子と2つのリン原子と結合した。
肝重量の増加 (50-150 mg/kgの範囲)
ICP- MSによる肝DNA中のTiO2-NPsの用量依存的な増加がみられた。

Reliability: 1 High 陽性：DNA結合（肝細胞）
DNAの塩基対に挿入するか、DNAの酸素または窒素原
子3個とリン原子2個と結合したDNAヌクレオチドに結
合して肝臓DNAに蓄積された。50 mg/kg bw/d以上の
用量でDNAのコンフォメーションに変化。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Li et al., 2010
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213 in vitro DNA damage response 成長停止及びDNA損傷誘導性45
αタンパク質の発現上昇
(Gadd45α マウス胚線維芽細胞
(PW))
HIF-1α (+/+)細胞
HIF-1α (-/-)細胞

0, 1.25, 2.5, 5, 7.5, 10, 20 µg/ml TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型 (90/10), 28
nm, 10-60 nm (TEM)

NSC: 3
生理食塩水で超音波処理 (30分) により分散さ
せた。
追加情報なし。

TiO2NPsは有意なGadd45αのアップレギュレーションを誘導しなかった。
また全ての濃度, ばく露時間において有意な細胞毒性は観察されなかった。

Reliability: 5
コバルトナノ材料に焦点を当て, TiO2NPs
が陰性対照として使用された。エンドポイ
ントは, 遺伝毒性の一義的なマーカーでは
ない (Gadd45αは, DNA損傷によってのみ
誘導されるわけではない) 。最高濃度 (20 µ
g/ml) は, 関連する影響を除外するには低す
ぎる。
標的細胞に関する情報が不十分。
陽性対照物質が使用されていない。

Low Feng et al., 2015

214 in vitro DNA damage response ATM
リン酸化及びγH2AX (フローサ
イトメトリー)
ヒト繊維芽細胞 (GM07492)  (未
変換細胞)

0.01,  0.1,  1,  10 µg/mL
ばく露: 24時間 +回復時間 (0, 24, 48, 72 時間)

TiO2NPs, 28-49 nm
(SEM) (結晶型不明)

NSC: 1
ばく露条件下 (FBS添加懸濁液) で測定した分
散度。特に24時間後, 凝集体が存在する可能性
がある。
細胞への取込みを測定し, 用量依存的なNP及
び凝集体の内在化を確認。

10 µg/mL での解析のみで結論は出ていない。この濃度においてリン酸化ATM
とγH2AXに変化はみられなかった。細胞生存率の指標となるミトコンドリア酵
素活性 (XTTアッセイ) は, 10 µg/mLまでは有意な低下は認められなかったが,
100 µg/mLで約65 %まで低下した (計算上のIC50: 168.9 µg/mL) 。

Reliability: 3
試験濃度が低すぎる

Low Franchi et al.,
2015

215 in vitro DNA damage response 標的細胞: ヒト初代表皮角化細胞
Phospho-histone H2AX
(γH2AX)測定
免疫蛍光試験

γ-H2AXアッセイ: 1, 100 µg/ml
粒子の内在化, 局在化 100 µg/ml
ROS産生: 50 µg/ml, 100 µg/ml
ばく露: γ-H2AX アッセイ: 24時間
ROS産生: 4, 8時間

TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散を測定し, 凝集が観察された。
TEMで細胞内への取込みが確認された。

γ-H2AXアッセイ, γ- H2AX fociを有する細胞の割合: 陽性
1 µg/mlでは有意な増加は認められず, 100 µg/ml ではわずかだが有意な増加が
みられた。
ROS産生 (CellROX dye, 蛍光試薬) : 亜致死濃度では, 濃度及び時間に依存した
ROSの誘導, 特にミトコンドリアでの局在化がみられた。
核内にはNPは検出されず, 核周辺に検出された。

Reliability: 2
γ- H2AXアッセイはDNA損傷を示す研究で
あるが、標準化された試験ではない。

Limited Kathawala et al.,
2015

216 in vitro DNA damage response ToxTrackerアッセイ
Tracker reporter細胞Bscl2- GFP
及びRtkn-GFP (DNA複製ストレ
ス) , Btg2-GFP (p53-関連細胞ス
トレス 細胞ストレス) , Srxn1-
GFP 及び Blvrb- GFP (酸化スト
レス) , Ddit-GFP (タンパク質損
傷), mES細胞 (マウス初代胚性線
維芽細胞)

ToxTrackerアッセイ: フローサイトメトリーによる観察
ToxTrackerレポーター細胞 (胚性幹細胞ベース) , 初代マ
ウス胚性線維芽細胞存在下
0, 0.98, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6 µg/cm2 (0, 3.13, 6.25, 12.5,
25, 50 µg/ml)
ばく露: 24時間
陽性対照: 発がん性のクオーツ DQ12 (酸化ストレス及び
炎症) , シスプラチン, マレイン酸ジエチル, ツニカマイシ
ン, KBrO3
GFPの発現測定

E 171, アナターゼ型
(0.2% ルチル型), 390 nm (DLS)

NSC:2
分散と安定性はばく露媒体中で測定されたが,
異なる濃度範囲を得るための希釈は後で実施
した。一定の凝集が確認された。高濃度 (50 µ
g/ml, 15.6 µg/cm2相当) で24時間までの良好
な安定性が確認された。

ToxTrackerアッセイ:
陰性
いずれの用量においても, レポーターの活性化に有意差はみられなかった。
7.8 µg/cm2以上の濃度において細胞毒性(50%以上)

Reliability: 2
(同じ研究で、3つの細胞株のコメット試験
と1つの細胞株のFPGコメットで陽性結果
が報告された。この不一致は、コメット試
験と比較してDNA切断とDNA酸化損傷の検
出におけるToxTrackerの感度が低いことを
強調している。)

Limited Brown et al.,
2019

217 in vitro DNA damage response DNA損傷マーカーとしての
GADD45A及びDDTI3の発現解析

最大25.8 µg/cm2 TiO2NPs (P25),
アナターゼ型/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 1
分散に関する情報あり。
細胞粒子の取込みをフローサイトメトリーで
確認。

陰性
GADD45A及びDDIT3遺伝子の発現パターンにTiO2 NPsの影響はみられなかっ
た。

Reliability: 5
GADD45A 及び/または DDIT3 の誘導は酸
化的 DNA 損傷を反映している可能性があ
るが、DNA 損傷の明確なマーカーではな
い。

Low Hufnagel et al.,
2020

218 in vitro DNA methylation ゲノムDNAメチル化 100μg/mL TiO2
ばく露：24時間および72時間

TiO2NPs	(P25), アナターゼ型/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 1
分散と安定性の測定と報告、細胞内への取り
込みの確認

TiO2 NPはin vitroの複数の哺乳類細胞株においてDNAメチル化パターンに影響
を与えた。全体的なDNAメチル化の減少、いくつかの特定遺伝子のプロモー
ターメチル化の増加、DNAメチル化の制御に関わるいくつかの遺伝子の発現レ
ベルの変化が見られた。

Reliability: 5
この研究は遺伝毒性エンドポイントを扱っ
ていないが、TiO2 の総合評価で考慮され
るべきである

Low
(遺伝毒性に関するものだが、
エピジェネティックなエンド
ポイントも取り上げる価値が
ある可能性がある)

Pogribna et al.,
2020

219 in vitro DNA methylation ゲノムDNAメチル化、細胞内
ROS生成
(ヒト肺癌細胞株A549)
(ヒト気管支上皮細胞株)
(16HBE)

濃度: 0.1, 1, 10, 100 μg/mL
試験時間：48時間

TiO2NPs,	アナターゼ型, 60 nm NSC: 2
培養液で分散を測定しているが、単一濃度で
あり、ある程度の凝集が確認された。試験系
にFBSが存在するため、分散が促進される可
能性がある。100 nm前後の粒子とそれ以上の
粒子の2つのクラスターが報告されているが、
試験濃度についての情報は報告されていな
い。安定性に関する情報はない。低濃度も試
験されている。

両細胞株において、TiO2 NPs処理後に、細胞内ROS量の有意な増加とともにゲ
ノムDNAメチル化レベルが有意に減少した（DCFH-DAアッセイ）

Reliability: 5
この研究は遺伝毒性エンドポイントを扱っ
ていないが、TiO2 の総合評価で考慮され
るべきである

Low
(遺伝毒性に関するものだが、
エピジェネティックなエンド
ポイントも取り上げる価値が
ある可能性がある)

Ma et al., 2017

220 in vitro DNA methylation トランスクリプトームとエピゲ
ノムの変化
(マウス食細胞株J774)

10 µg/well
24時間後、RNA単離と分光光度計による分析

TiO2, 1μm (詳細不明) NSC: 3
超音波処理を行ったが、試験培地中の凝集・
安定性についての情報なし

DNAメチル化の全体的な減少、複数の特定の遺伝子座のメチル化における双方
向の変化。いくつかのケース（免疫および炎症シグナルに関与する遺伝子座）
では、転写とDNAメチル化の両方の変化が同時に起こっていた。

Reliability: 5
この研究は遺伝毒性エンドポイントを扱っ
ていない DNA メチル化パターンの解析は
TiO2 の総合評価で考慮されるべきもので
ある

Low
(遺伝毒性に関するものだが、
エピジェネティックなエンド
ポイントも取り上げる価値が
ある可能性がある)

Emi et al., 2020
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

221 in vitro DNA damage response γH2AX fociアッセイ
(A549ヒト肺がん細胞)

50, 100, 200 µg/ml, 24時間 1)TiO2NPs, アナターゼ型, 12 nm
(TEM)
2) TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル
型, 15-24 nm

NSC: 1
分散に関する情報は不十分だが、EMにより
NPsの細胞インターナリゼージョンが確認され
ている。

陰性 Reliability: 2
γH2AXアッセイは標準化された試験では
ないが、DNA損傷の指標となる可能性があ
る。この方法は、規制目的のために検証さ
れていない。

Limited Jugan et al., 2012

222 in vitro DNA damage response γH2AX（ウェスタンブロット、
免疫蛍光法）
(A549ヒト肺がん細胞)
TiO2 NPsの細胞内取り込み
（FACS解析）

γH2AX: 100, 250, 500, 750, 1000 µ/ml, 1時間
 
TiO2 NPsの細胞内取り込み: 250, 500, 750, 1000 µg/ml
TiO2 NPsまたはTiO2 MPs, 1時間

1) TiO2NPs, アナターゼ型, ,5 nm
2) TiO2, アナターゼ型, 5,000 nm

NSC: 2
2つのプロトコルがあり、1つはBSAでコー
ティングし、フローサイトメトリーでイン
ターナリゼージョンを測定している。

濃度依存的にγH2AX fociが増加した（特にTiO2 NPs）。
TiO2 NPsの取り込みは濃度依存的であり、TiO2 NPsではTiO2よりも高い取り
込が見られた。
TiO2 NPs（TiO2も）は、すべての細胞相で等しく取り込まれた。γH2AXの生
成はTiO2粒子の取り込みに比例していた。 TiO2 NPはTiO2よりもDSBを誘発し

Reliability: 2
γH2AXアッセイは標準化された試験では
ないが、DNA損傷の指標となる可能性があ
る。この方法は、規制目的のために検証さ
れていない。

Limited Toyooka et al.,
2012
 

223 in vitro DNA damage response バイアス正弦電場ゲル電気泳動
システム（BSFGE）を用いて
DSBを評価

50, 100, 250 µg/ml TiO2 NpsまたはTiO2 MPs, 1時間 1) TiO2NPs, アナターゼ型, ,5 nm
2) TiO2, アナターゼ型, 5,000 nm

NSC: 2
2つのプロトコルがあり、1つはBSAでコー
ティングし、フローサイトメトリーでイン
ターナリゼージョンを測定している。

著者らによると、TiO2処理によるγH2AX生成はDSBの形成に起因する（阻害剤
を用いて確認）。

Reliability: 2
規制のために検証された試験ではない。

Limited Toyooka et al.,
2012
 

224 in vitro DNA damage response ROSの生成: 6carboxy- 2,7′
diclorodihydrofluorescein
diacetate, di(acetoxyester)
(DCFH-DA)

50, 100, 250, 500, 750, 1000 µg/ml nano-TiO2, 1時間
陽性対照: 過酸化水素

1) TiO2NPs, アナターゼ型, ,5 nm
2) TiO2, アナターゼ型, 5,000 nm

NSC: 2
2つのプロトコルがあり、1つはBSAでコー
ティングし、フローサイトメトリーでイン
ターナリゼージョンを測定している。

750 µg/mlと1000 µg/mlでは、ROSのわずかな増加が観察されたが、統計的に
有意ではなかった。

Reliability: 5
本試験では遺伝毒性に関するエンドポイン
トには触れていないが、メカニズムに関し
ては検討される可能性がある。

Low Toyooka et al.,
2012
 

225 in vitro DNA damage response 表面コーティング（BSA）がγ
H2AXの生成に与える影響を評価

(原文に記載なし) 1) TiO2NPs, アナターゼ型, ,5 nm
2) TiO2, アナターゼ型, 5,000 nm

NSC: 2
2つのプロトコルがあり、1つはBSAでコー
ティングし、フローサイトメトリーでイン
ターナリゼージョンを測定している。

TiO2 NPsの取り込みは、1時間培養後のA549細胞で減衰した。BSAコーティン
グTiO2 NPはγH2AXの生成を引き起こさなかったが、8時間培養後、非コー
ティングおよびBSAコーティングTiO2の両方でγH2AXが生成された。非コー
ティングTiO2処理後の生成は顕著であった。

Reliability: 2
γH2AXアッセイは標準化された試験では
ないが、DNA損傷の兆候を示す可能性があ
る。 この方法は、規制目的では検証されて
いない。

Limited Toyooka et al.,
2012
 

226 in vitro DNA damage response γH2AX免疫染色
 NRK-52Eラット腎臓近位細胞
（CRL-1571)

20 to 200 µg/mL
陽性対照：エトポシド
陰性対照：未処理細胞

1) TiO2NPs, アナターゼ型, 12 nm
(TEM)
 
2) TiO2NPs (P25), アナターゼ/ルチル
型, 15-24 nm
 
3) TiO2, アナターゼ型, 142 nm (TEM)

NSC: 1
特定の分散プロトコルで、異なるレベルの凝
集が観察されたが、細胞インターナリゼー
ジョンが確認された（図3はTiO2NPs
（12nm）だけを報告しているが、本文はすべ
てのNPについて確認している）。

γH2AX fociへの影響はない。 Reliability: 1 Limited
γH2AXアッセイは標準化され
た試験法ではなく、規制目的
での検証は行われていない。

Barillet et al.,
2010

227 in vivo Other in vivo  assays
DNA damage

DNA
雄ラットの脳におけるDNA断片
化

強制経口投与
500 mg/kg bw 30日間
20 匹/群
ジフェニルアミン染色による比色定量

TiO2NPs,  90  nm
(40-140 nm)
TEM  (結晶型不明)

NSC:4
高用量 (500mg/kgbw, 強制経口投与) の単回
投与前に分散を検討した。
分散レベルに関する結果がない

TiO2NPs投与により, 対照群に比べNrf2濃度及びNQO1 mRNA発現が有意に低下
し, 同時にINOS及びDNA断片化%が増加した。

Reliability: 3
方法と結果の報告が不十分
使用される方法は標準化されていない。

Low 陽性（脳細胞）
対照群と比較して、DNA断片化が増加した。
陽性対照なし。
DNA損傷の検出に標準化されていない方法を使用して
いる。
方法と結果の両方に関して詳細な情報が不足してい
る。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Kandeil et al.,
2020
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No.
in vivo/
in vitro 試験分類1) 試験法1) ばく露条件1)

(用量/期間/代謝活性化)
対象物質1)

ナノスケールを考慮したスコア (dispersion
and/or confirmation of internal exposure),

assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

228 in vivo Other in vivo  assays
DNA damage

DNA損傷応答に関与するタンパ
ク質発現: GADD45α, XRCC1,
Chk2
酸化ストレス: (DCFH-DA),
MDA, SOD, GSH-ペルオキシ
ダーゼ
肺, 肝臓 腎臓,
SDラット

気管内注入
0.2, 1.0 g/kg body weight
単回投与
投与後1日目, 3日目, 7日目に屠殺

TiO2NPs,
アナターゼ型, 10-25 nm (SEM, TEM)

NSC: 1
組織中のTiを測定することで分散を測定し, ば
く量を確認。

ラットの肺, 肝臓, 腎臓では, TiO2 NPsばく露により, XRCC1, ChK2, GADD45α
の発現が用量依存的に上昇した。
酸化ストレスマーカー: 全組織において, 用量依存的にMDAが増加し, GSHと
SODが減少した。
病理組織学
肺: 両群で炎症性変化がみられ, 高用量群ではより重度であった。
肝臓と腎臓でも病理組織学的所見がみられたが, 報告は不十分であった

Reliability: 3
結果の限定的な報告
粒子の気管内投与に不適切な高用量

Low
限られた研究内容
投与経路が経口ばく露に関連
しない

Han et al., 2020b

229 in vivo Other in vivo  assays
DNA deletion assay
 

DNA deletion assay
p un locusマウス（C57Bl/6J
p un/p un）
 
C57Bl/6J p un/p unマウス；pink-
eyed unstable (p un) 遺伝子座
(遺伝子内重複)
野生型p 遺伝子の再構成は、トラ
ンスジェニックマウスの色素の
ない網膜色素上皮（RPE）上

胎児発育期に500 mg/kgで処理
仔マウスは20 日齢で屠殺
陰性対照：水

TiO2NPs (P25),
アナターゼ/ルチル型15-24 nm

NSC: 2
水中での超音波処理と凝集に関する情報は不
十分だが、粒子と凝集体の両方の存在を確認
した。

陽性
TiO2 NP は、胎児の DNA 欠失頻度を増加させた。

Reliability: 2
 「発生中の胚における遺伝毒性の評価は、
組織内で開発された方法に基づいており、
検証されていない」 (EFSA ANS Panel,
2016)

Limited 陽性: 胎児におけるDNA欠失頻度の増加（網膜色素上
皮あたりの眼点数）
陽性対照なし。
等価用量は 500 mg/kg bw/d と報告されているが、著
者から報告された情報によると、実際には 50 mg/kg
bw/d であった。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Trouiller et al.,
2009

230 in vivo DNA damage クロマチン構造アッセイ(精子)
8-12 週齢の雄マウス (Ogg1-/-
ノックアウト (KO) および
Ogg1+/+ 野生型 (WT) )
6匹/群

静脈内単回投与
濃度: 5 mg/kg bw/d
投与から1日または7日後に屠殺
溶媒: dH20/10X BSA/10X PBS

TiO2-NPs, 21 nm, 結晶形不明
(Degussa-Evonik)
 dH20/10X BSA/10X PBS中の粒子を
超音波処理することにより、安定な分
散液を調製 (その他の詳細情報はなし)

- - - - 陰性 (精子細胞）KOマウスおよびWTマウスの精子
DNA断片化
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Asare et al., 2016

231 in vivo DNA damage 一本鎖コンフォメーション多型
解析　(プレセリニン1遺伝子)
0 - 12週齢の雄マウス (Swiss
Webster)
5匹/群

強制経口投与
濃度: 5, 50,  500 mg/kg bw/d
最終投与から24時間、7日、14日後に屠殺
溶媒: 蒸留水

TiO2-NPs, 46.23 ± 3.45 nm, アナ
ターゼ型22%, ルチル型 77% (Sigma)
超音波処理を行い安定した分散液を調
製 (その他の詳細情報はなし）

- - - - Equivocal
標準化されていない遺伝毒性アッセイおよび試験方法
が適用されており、感度が低い。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Mohamed, 2015

232 in vitro Sister Chromatid Exchange
(SCE)

姉妹染色分体交換アッセイ
(SCE)
(ヒト末梢血リンパ球)

1, 2, 3, 5, 7.5, 10 µM (-S9)
5-bromo-2'-deoxyuridine（20 µM）を培養開始時に添加
Colcemid（0.5 µg/ml）を採取の1.5時間前に添加
陽性対照なし

TiO2 (詳細情報なし) NSC: 3
分散に関する情報がない。

陽性: 濃度に関係なく、統計的に有意にSCEが増加した。
 
酸化ストレスマーカーを赤血球で測定: TiO2は、赤血球中の抗酸化酵素、グルタ
チオンペルオキシダーゼ、グルタチオン還元酵素、スーパーオキシドディスム
ターゼ、カタラーゼの濃度を濃度依存的に有意に減少させた。

Reliability: 5
OECDテストガイドライン479は、SCEの生
成メカニズムが解明されていないため、
2014年に削除された。

Low
SCEはハザード評価のために
検証されていない

Turkez and
Geyikoglu, 2007

233 in vitro Sister Chromatid Exchange
(SCE)

姉妹染色分体交換アッセイ
チャイニーズハムスター卵巣
(CHO)細胞

Aroclor 1254誘発ラット肝S9の存在下および非存在下
(Fischer 344雄ラット)
濃度: 2.5, 8.5, 25 µg/ml
ばく露: 2時間 (+S9), 25時間 (- S9)
陽性対照: マイトマイシンC(- S9), シクロホスファミド
(+ S9)

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,

- - - - 陰性 (+/- S9)
しかし、哺乳類細胞におけるin vitro姉妹染色分体交換
アッセイは「試験で検出される効果の作用機序の知見
不足」のため、2014年にOECDによって削除された
（OECD 2017）。
最高用量は溶解性によって制限され、粒子取り込みは
評価されず、細胞毒性に関する情報は報告されていな

Ivett et al., 1989

234 in vitro Sister Chromatid Exchange
(SCE)

姉妹染色分体交換アッセイ
チャイニーズハムスター卵巣
(CHO)細胞

濃度: ～25 µg/ml
ばく露期間は不明 (- S9)
陽性対照および陰性対照の情報なし

TiO2（Unitane® 0-220）
試験品は、発がん性バイオアッセイで
試験された全化学物質のNTPリポジト
リ（Radian Corporation）から入手し
たため、 NCI two-yearのTiO2がんバ
イオアッセイで使用した物質
（Unitane® 0-220, アナターゼ型,

- - - - 陰性
しかし、哺乳類細胞におけるin vitro姉妹染色分体交換
アッセイは「試験で検出される効果の作用機序の知見
不足」のため、2014年にOECDによって削除された
（OECD 2017）。
粒子の取り込みは評価されておらず、細胞毒性に関す
る情報は報告されていない。

Tennant et al.,
1987

235 in vivo Other in vivo  assays
Genomic instability

PCR-SSCP
雄マウス(Swiss Webster)
10–12週間
3匹/群

強制経口投与
500 mg/kg bw/day
5日間投与
24時間後, 7日後, 14日後に屠殺

TiO2NPs,
アナターゼ型/ルチル型,
46.23 ± 3.45 nm (TEM)

NSC: 4
高用量のみ, 分散性, 安定性に関する情報不
足。

サンプリング期間 7 日間及び 14 日間のうち 1 頭/群にプレセニリン 1 (PSEN1)
遺伝子のエクソン 5 における変異が検出された；PSEN1 遺伝子の変異
病理組織学: 細胞外及び細胞内の脳浮腫 (24時間後及び7日後) , 神経細胞の空胞
化 (14日後) 。

Reliability: 3
適用される SSCP 技術は、変異原性処理に
よって誘発された変異を検出するのに限ら
れた価値
無関係な結果

Low Equivocal
標準化されていない遺伝毒性試験法であり、試験法の
感度が低い。
陽性対照なし。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Mohamed and
Hussein, 2016

236 in vivo Other in vivo  assays
Genomic instability

ランダム増幅多型DNA(RAPD)
血球核反応試験
雄ラット, 最小12匹/群

0.5 mg/ml 腹腔内投与
18回投与 (約2.5 mg/kg bw)
18 回/6週間
ランダムプライマーによるDNA増幅

TiO2NPs,  27  nm (SEM)
(結晶型不明)

NSC: 3
分散に関する情報が限定的であり, 安定性に関
する情報がない。

ゲノムDNA断片化係数 (Cfr) の増加。0.4328 + 0.00548 (TiO2NPs) ゲノムDNA
断片化係数 (Cfr) の増加。0.4328 + 0.00548 (TiO2NPs) vs 0.4023 + 0.0064
(コントロール)
統計的に有意 (ANOVA テストによる p < 0.05)

Reliability: 3
ゲノム不安定性への影響が非標準的な方法
で評価された。
フラグメンテーション係数が稀なパラメー
タ
単回投与のみ
陽性対照なし.
方法と結果の報告が不十分

Low
限られた研究内容
投与経路が食事からの摂取に
関連しない

陽性（血液中の有核細胞）
投与したラットのDNA断片化係数が、対照群と比較し
てわずかではあるが統計的有意に増加した。
陽性対照なし。
標準化されていない遺伝毒性試験を用いている。DNA
損傷の程度を特徴付けるためにDNADNA断片化係数を
使用している（頭部の放射能に対する全尾部画分の総
放射能の比）。

Minigalieva et al.,
2018
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assigned according to Appendix E
結果 信頼性/コメント 結果の妥当性 結果/コメント 備考 文献

EFSA評価書（EFSA FAF Panel, 2021）における評価 Health CANADA評価書（Health Canada, 2022）における評価

237 in vivo Other in vivo assays γH2AX アッセイ (骨髄細胞)
C57Bl/6Jp un/p un マウス

飲用水に添加して投与
50, 100, 250, 500 mg/㎏ 5日間

TiO2NPs (P25),
アナターゼ/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
水中での超音波処理と凝集の考察、報告は不
十分だが、粒子と凝集体の両方の存在を示し
ている。

陽性
用量依存的なγH2AX陽性細胞の増加

Reliability: 2
陽性対照なし。
方法の情報が不十分。

Limited
γH2AX は標準化されたテス
ト試験ではない。

陽性（骨髄）
γ-H2AX陽性細胞の割合が有意に増加した（用量反応
の証拠）。
標準化されていない遺伝毒性試験が用いられた。
試験方法に関しる詳細な情報がない。
陽性対照なし。
等価用量は 50、100、250、500 mg/kg bw/d と報告

Trouiller et al.,
2009

238 in vivo Other in vivo assays γH2AX アッセイ (骨髄細胞)
(DNA 鎖切断を評価するため)
マウス雄ラット(Sprague-
Dawley)
7匹/群

胃内投与
0, 10, 50, 200 mg/kg bw/day  連続30日間

TiO2NPs,
アナターゼ型, 75 ± 15 nm

NSC: 2
超音波処理2回により凝集を確認（報告サイズ
473.6 nm）した。

陽性
投与終了時に、2つの高用量群において、骨髄細胞におけるγH2AX巣の有意か
つ用量依存的な増加が観察された。

Reliability: 2
陽性対照なし。

Limited
γH2AX は標準化されたテス
ト試験ではない。

陽性（脳細胞）
対照群と比較して、DNA断片化が増加した。
陽性対照なし。
標準化されていない遺伝毒性試験が用いられた。
カナダ保健省食品局は、この試験物質を食品用二酸化
チタンのハザード特性評価と関連性があると見なして
いない。

Chen et al., 2014

239 in vivo Other in vivo assays
Genomic instability

雌ラット (Wistar)
気管支肺胞洗浄液 (BALF) の細胞
BALF の無細胞上清の分析:
- BALF中のフィブロネクチン
-細胞溶解アッセイによるTNF-α
活性の測定
-リン脂質

気管内注入
0.15, 0.3, 0.6, 1.2 mg

TiO2NPs (P25),
アナターゼ/ルチル型, 15-24 nm

NSC: 2
懸濁液は超音波処理され、高い凝集が確認さ
れたとの情報が提供されている。

8-oxaguanineの増加なし。
一部の炎症バイオマーカーは増加した。

Reliability: 5
”パネルは、そのような研究、特にナノ粒子
との直接接触部位での遺伝毒性を評価する
場合、TiO2 への経口暴露の安全性評価と
の関連性が限られていることに留意した.”
(EFSA ANS Panel、2016）

Low
研究の限界点および投与経路
のため、食事からの摂取に関
連しない。

Rehn et al., 2003
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No. 書誌情報 発行年 備考

-
EFSA FAF Panel (EFSA Panel on Food Additive and Flavourings), 2021. Safety assessment of titanium dioxide

(E171) as a food additive. EFSA Journal 2021;19(5):e06585
2021 評価書

- Health Canada, 2022. State of the Science of Titanium Dioxide (TiO2) as a Food Additive. 2022 評価書

-
FSANZ (Food Standards Australia New Zealand): Titanium Dioxide as a Food Additive, Food Standards Australia

New Zealand 2022.
2022 評価書

- JECFA TRS 445: Specifications for the Identity and Purity of Food Additives and their Toxicological Evaluation. 1970 評価書

1
Baranowska-Wójcik, E., 2021. Factors Conditioning the Potential Effects TiO2 NPs Exposure on Human Microbiota:

a Mini-Review. Biological Trace Element Research volume 199, pages4458–4465 (2021)
2021

8

Brand, W., Peters, R.J., Braakhuis, H.M., Maślankiewicz, L. and Oomen, A.G., 2020. Possible effects of titanium

dioxide particles on human liver, intestinal tissue, spleen and kidney after oral exposure. Nanotoxicology, 14(7),

pp.985-1007.

2020

15
EFSA FAF Panel (European Food Safety Authority Panel on Food Additives and Flavourings). 2020. Re-evaluation

of sodium aluminium silicate (E 554) and potassium aluminium silicate (E 555) as food additives. EFSA J.
2020 EFSA評価書

16

Gao, Y., Ye, Y., Wang, J., Zhang, H., Wu, Y., Wang, Y., Yan, L., Zhang, Y., Duan, S., Lv, L. and Wang, Y., 2020. Effects

of titanium dioxide nanoparticles on nutrient absorption and metabolism in rats: distinguishing the susceptibility of

amino acids, metal elements, and glucose. Nanotoxicology, 14(10), pp.1301-1323.

2020

17

Geiss, O., Ponti, J., Senaldi, C., Bianchi, I., Mehn, D., Barrero, J., Gilliland, D., Matissek, R. and Anklam, E., 2020.

Characterisation of food grade titania with respect to nanoparticle content in pristine additives and in their related

food products. Food Additives & Contaminants: Part A, 37(2), pp.239-253.

2020

23
Li, Y., Jiang, K., Cao, H., Yuan, M. and Xu, F., 2021b. Influences of a standardized food matrix and gastrointestinal

fluids on the physicochemical properties of titanium dioxide nanoparticles. RSC Advances, 11(19), pp.11568-11582.
2021

32

Rinninella, E., Cintoni, M., Raoul, P., Mora, V., Gasbarrini, A. and Mele, M.C., 2021. Impact of Food Additive Titanium

Dioxide on Gut Microbiota Composition, Microbiota-Associated Functions, and Gut Barrier: A Systematic Review of

In Vivo Animal Studies. International journal of environmental research and public health, 18(4), p.2008.

2021

43

Akhter, M.H., Khalilullah, H., Gupta, M., Alfaleh, M.A., Alhakamy, N.A., Riadi, Y. and Md, S., 2021. Impact of Protein

Corona on the Biological Identity of Nanomedicine: Understanding the Fate of Nanomaterials in the Biological

Milieu. Biomedicines, 9(10), p.1496.

2021

44

Arruda, T.R., Vieira, P., Silva, B.M., Freitas, T.D., do Amaral, A.J.B., Vieira, E.N.R. and Leite Júnior, B.R.D.C., 2021.

What are the prospects for ultrasound technology in food processing? An update on the main effects on different

food matrices, drawbacks, and applications. Journal of Food Process Engineering, 44(11), p.e13872.

2021

45
Barui, A.K., Oh, J.Y., Jana, B., Kim, C. and Ryu, J.H., 2020. Cancer‐targeted nanomedicine: Overcoming the barrier

of the protein corona. Advanced Therapeutics, 3(1), p.1900124.
2020

46

Bettencourt, A., Gonçalves, L.M., Gramacho, A.C., Vieira, A., Rolo, D., Martins, C., Assunção, R., Alvito, P., Silva, M.J.

and Louro, H., 2020. Analysis of the characteristics and cytotoxicity of titanium dioxide nanomaterials following

simulated In Vitro digestion. Nanomaterials, 10(8), p.1516.

2020

47

Braakhuis, H.M., Gosens, I., Heringa, M.B., Oomen, A.G., Vandebriel, R.J., Groenewold, M. and Cassee, F.R., 2021.

Mechanism of Action of TiO2: Recommendations to reduce uncertainties related to carcinogenic potential. Annual

review of pharmacology and toxicology, 61, pp.203-223.

2021

48
Breznica, P., Koliqi, R. and Daka, A., 2020. A review of the current understanding of nanoparticles protein corona

composition. Medicine and Pharmacy Reports, 93(4), p.342.
2020

49

Cao, X., Zhang, T., DeLoid, G.M., Gaffrey, M.J., Weitz, K.K., Thrall, B.D., Qian, W.J. and Demokritou, P., 2020.

Evaluation of the cytotoxic and cellular proteome impacts of food-grade TiO2 (E171) using simulated

gastrointestinal digestions and a tri-culture small intestinal epithelial model. NanoImpact, 17, p.100202.

2020

50
Carrière M, Arnal M-E and Douki T. 2020. TiO2 genotoxicity: An update of the results published over the last six

years. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis. 854-855: 503198.
2020

51
Chu LY, Guo DM, Chen JT, Fang WK, Xie JJ, Peng YH, Xu YW & Li XX. 2020. The Diagnostic Value of Serum L1CAM

in Patients with Colorectal Cancer. Technology in Cancer Research & Treatment. 19: 1533033820920971.
2020

52
Coreas, R., Cao, X., DeLoid, G.M., Demokritou, P. and Zhong, W., 2020. Lipid and protein corona of food-grade TiO2

nanoparticles in simulated gastrointestinal digestion. NanoImpact, 20, p.100272.
2020

53

COT 2022. Committee on Toxicity of Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment Interim position

paper on titanium dioxide. Available online at https://cot.food.gov.uk/sites/default/files/2022-

01/TiO2%20COT%20Interim%20position%20paper.pdf

2022
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Toxicity（英）
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54

de Dicastillo CL, Correa MG, Martínez FB, Streitt C, Galotto MJ. 2020. Antimicrobial Effect of Titanium Dioxide

Nanoparticles. In: Mareș M, Lim SHE, Lai K, Cristina R, editors. Antimicrobial Resistance - A One Health

Perspective. London: IntechOpen. Available online at: https://www.intechopen.com/chapters/70919 [Accessed 19

April 2022].

2020
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Duan, S.M., Zhang, Y.L., Gao, Y.J., Lyu, L.Z. and Wang, Y., 2021. The influence of long-term dietary intake of

titanium dioxide particles on elemental homeostasis and tissue structure of mouse organs. Journal of Nanoscience

and Nanotechnology, 21(10), pp.5014-5025.

2021

56

Dudefoi, W., Rabesona, H., Rivard, C., Mercier-Bonin, M., Humbert, B., Terrisse, H. and Ropers, M.H., 2021. In vitro

digestion of food grade TiO2 (E171) and TiO2 nanoparticles: physicochemical characterization and impact on the

activity of digestive enzymes. Food & Function.

2021

57

ECHA (European Chemicals Agency). 2022a. Reach registration dossier for titanium dioxide. Repeated dose

toxicity: oral. Available online. https://echa.europa.eu/fr/registration-dossier/-/registered-

dossier/15560/7/6/2/?documentUUID=4dee57a2-3cd7-4dcb-8b53-a34c53c06569 [Accessed 22 March 2022].

2022
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報
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ECHA (European Chemicals Agency). 2022b. Reach registration dossier for titanium dioxide. Toxicity to
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[Accessed 23 March 2022].
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2021
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60
Fasoli, E., 2020. Protein corona: Dr. Jekyll and Mr. Hyde of nanomedicine. Biotechnology and Applied Biochemistry.

2021 Dec;68(6):1139-1152.
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61 Foerster, M., Schreiver, I., Luch, A. and Schüz, J., 2020. Tattoo inks and cancer. Cancer epidemiology, 65. 2020

62

Geiss O, Bianchi I, Senaldi C, Bucher G, Verleysen E, Waegeneers N, Brassinne F, Mast J, Loeschner K, Vidmar J,
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gut microbiome and diseases. International Journal of Molecular Sciences, 22(4), p.1942.
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1 
 

1. 目的 

 食品添加物「二酸化チタン」の安全性評価書（以下、「二酸化チタン評価書」）の作成に資す

る資料として、二酸化チタンの安全性に関連する公表文献（34 報）について収集及び整理を行

った。 

 

2. 業務内容 

 委託者から提供された二酸化チタンの安全性に関連する公表文献（34 報）（添付資料 1）につ

いて情報整理を行った。 

 

3. 調査結果 

 調査結果を添付資料 2 に示す。 

 

以上 
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【有害性情報の整理結果 (計 34 報)】 
文献番号 A1 分類 消化管内細菌叢への影響 

著者 Baranowska-Wójcik, E., Gustaw, K., Szwajgier, D., Oleszczuk, P., 
Pawlikowska-Pawlęga, B., Pawelec, J., Kapral-Piotrowska 

ジャーナル Foods (Basel, Switzerland)  10(5) pp.939 2021 

タイトル Four Types of TiO2 Reduced the Growth of Selected Lactic Acid Bacteria Strains. 

要約 

ナノ粒子画分 (TiO2 NPs -ナノ粒子) を含む食品用の二酸化チタン（TiO2）は、食

品添加物（EU では E171）として広く使用されている。近年、消化管内細菌叢に

対する有害作用の有無について、ますます議論を引き起こしている。ヒトの消化

管に存在する微生物叢の複雑性かつ多様性が、この生態系に与える食品添加物に

よる影響の評価を妨げている。単細胞生物である細菌は、ナノ粒子の毒性を調べ

るための非常に便利な研究モデルである。我々は、TiO2（3 種類の食品用 E171 と

1 種類の TiO2 NP、21 nm）がヒト消化管に定着する 17 株の乳酸菌の増殖に与える

影響について調べた。各菌株は 4 つの濃度の TiO2（60、150、300、600 mg/L TiO2）

で処理された。個々の菌株の増殖の違いは、TiO2の種類と濃度に起因していた。

E171 と TiO2 NP の適用により、すでに 150 および 300 mg/L の濃度で、解析対象

株の大部分の増殖が低下していることが示された。ナノ粒子の最高用量（600 

mg/L）では、実験に使用した異なる種類の TiO2に対する細菌の反応にばらつきが

見られた。 

 
 
文献番号 A2 分類 消化管内細菌叢への影響 
著者 Baranowska-Wójcik, E., Szwajgier, D., Winiarska-Mieczan, A. 
ジャーナル Biological trace element research 200(5) pp.2468-2474 2022 

タイトル Effect of TiO2 on Selected Pathogenic and Opportunistic Intestinal Bacteria. 

要約 

ナノ粒子画分 (TiO2 NPs -ナノ粒子) を含む食品用の二酸化チタン（TiO2）は、食

品添加物（EU では E171）として広く使用されている。近年、消化管内細菌叢に

与える影響に関する疑問が提起されている。本研究では、細菌と二酸化チタンの

相互作用について調べた。6 種類の病原性/非病原性細菌株と 4 種類の異なるサイ

ズの TiO2（3 種類の食品用 E171 化合物と TiO2 NP（21 nm））を用いて、各菌株を

4 つの濃度の TiO2（60、150、300、600 mg/L TiO2）で処理した。その結果、TiO2 の

種類と濃度による解析対象菌株の増殖の違いが観察された。300 および 600 mg/L 

の食品グレードの E171 および TiO2 NP に曝露した後、大部分の菌株の増殖が阻

害されることが示された。 
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文献番号 A3 分類 消化管内細菌叢への影響 
著者 Baranowska-Wójcik, E., Szwajgier, D., Winiarska-Mieczan, A 

ジャーナル 
Journal of trace elements in medicine and 
biology  

72 pp.126988 2022 

タイトル A review of research on the impact of E171/TiO2 NPs on the digestive tract. 

要約 

ナノテクノロジーは、1～100 nm の粒子を利用した技術であり、近年、様々な分

野で応用が進んでいる。その一方で、ナノ粒子が人体に与える影響への懸念も高

まっている。二酸化チタンのナノ粒子は、最も有望なナノ材料の一つであり、す

でに化粧品、医薬品、食品産業で広く使用されている。ナノサイズ（直径 100 nm

未満）の二酸化チタンは、食品添加物として一般的に使用されている E171（EU

域内）着色料に一定の割合で含まれており、その存在が、健康に有害影響を与え

る可能性があるという点で特に懸念されている。E171 食品添加物の摂取は、腸内

細菌の異常など、腸内バリアの傷害とますます関連性が高まっている。E171 は、

一次栄養素（脂質、タンパク質、炭水化物）の酵素消化などの消化管の正常な機

能を破壊する可能性がある。このレビューの目的は、ヒトおよび動物の消化器系

に有害影響を及ぼす可能性のある物質に関して、近年行われた研究の包括的かつ

信頼できる概要を提供することである。 
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文献番号 A4 分類 腸管バリア機能への影響 
著者 Barreau, F., Tisseyre, C., Ménard, S., Ferrand, A., Carriere, M. 
ジャーナル Particle and fibre toxicology 18(1) pp.26 2021 

タイトル Titanium dioxide particles from the diet: involvement in the genesis of inflammatory 
bowel diseases and colorectal cancer. 

要約 

消化管は、外部環境と免疫系との複雑なインターフェースである。粘膜を介した

取込みを制御し、内腔からの有害物質の傷害から身体を保護する機能は、腸管バ

リア機能（IBF）と定義される。IBF は、腸内細菌叢、粘液層、上皮、免疫系の 4

つの要素から構成されている。その機能不全は、炎症性疾患、代謝性疾患、感染

症、自己免疫疾患、神経疾患などのヒトの病気と関連している。これらの疾患の

多くは、遺伝的、心理的、環境的要因が関与する複雑なものである。過去 10 年

間で、炎症性腸疾患（IBD） の素因となる多くの遺伝子多型が特定されてきた。

しかし、これらの慢性疾患の発症を説明するには不十分であることは明らかであ

る。タバコや炭水化物の摂取などの環境要因が IBD と関連していることが証明さ

れているが、その他の環境要因もまた腸管バリア機能の 4 つの要素を変化させる

ことにより、ミネラル粒子で構成されたものなどの人間の食事に導入された食品

添加物の摂取などの潜在的な健康リスクをもたらす可能性がある。このレビュー

の目的は、特に食品添加物として使用される酸化チタン粒子が腸管バリア機能の

4 つの要素を変化させる可能性について批判的意見を提供し、その結果、この添

加物が IBD の発症や悪化に関与している可能性を評価することである。 
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文献番号 A5 分類 タンパク質の吸着 
著者 Benbow, N.L., Rozenberga, L., McQuillan, A.J., Krasowska, M., Beattie, D.A. 

ジャーナル 
Langmuir  

37(45) 
pp.13278-132

90 
2021 

タイトル ATR FTIR Study of the Interaction of TiO2 Nanoparticle Films with β-Lactoglobulin and 
Bile Salts. 

要約 

粒子膜減衰全反射フーリエ変換赤外分光法（ATR FTIR）の技術を用いて、二酸化

チタン（TiO2）ナノ粒子表面への一般的な食品タンパク質（β ラクトグロブリン、

BLG）および 2 つの代表的な胆汁酸塩（タウロコール酸およびグリココール酸、

略称：TCA および GCA）の（連続的な）吸着および共同吸着を調べた。（現在で

は一部の国で）一般的に使用されている食品添加物と食品成分、および体内の消

化化学物質との結合相互作用を評価することは、消化とバイオアベイラビリティ

におけるコロイド現象の役割を理解する上で重要なステップである。TCA は TiO2

に吸着するが、水相に存在しない場合は大きな保持能力を持たないことが明らか

になった。また、GCA は 2 つの異なる結合メカニズムで吸着し、1 つのタイプの

吸着種は除去されにくいことが確認された。BLG は吸着し、不可逆的に結合し、

pH 2（胃の条件）で吸着した時の形態 pH 6.5（小腸の条件）で吸着した時の形態

に変化させた。この変化した形態は界面依存的ではなく、BLG の溶液スペクトル

にも反映されている。TCA と GCA は TiO2 ナノ粒子表面に吸着し、BLG の有無に

かかわらず同程度の可逆性と結合性を示すことが連続的な共吸着試験で確認され

た。 
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文献番号 A6 分類 曝露 
著者 Blaznik, U., Krušič, S., Hribar, M., Kušar, A., Žmitek, K., Pravst, I 
ジャーナル Foods (Basel, Switzerland)  10(8) pp.1910 2021 

タイトル Use of Food Additive Titanium Dioxide (E171) before the Introduction of Regulatory 
Restrictions Due to Concern for Genotoxicity. 

要約 

食品用二酸化チタン（TiO2；E171）は着色用の食品添加物である。2021 年 5 月、

欧州食品安全機関により、TiO2はもはや安全な食品添加物と見なすことはできな

いと結論付ける科学的見解が発表された。本研究は、食品供給における TiO2 の使

用動向を調査することを目的とした。スロベニアにおいて、ブランド食品に関す

る 2 つの全国代表的な横断的データセットを用いてケーススタディを実施した。

TiO2 が食品添加物として検出された 15 の食品サブカテゴリの N = 12,644 食品

（2017 年に 6,012、2020 年に 6,632）に対して分析を行った結果、TiO2 の使用量

に有意な減少が見られた（3.6% vs. 1.8%、p < 0.01）。TiO2は、2017 年にはチュー

インガム類（36.3%）、2020 年にはチョコレート・菓子類（45.9%）で最も多く使

用されていた。一方、2017 年の TiO2 含有食品のシェアは、チューインガム類が

70.3%と最も多く、これらの製品は市場シェアの 85%以上を占めた。2020 年には、

チューインガムの 24.6%にしか TiO2 が含まれておらず、市場シェアのわずか 3%

であった。結論として、TiO2 が食品添加物の認可リストから削除されていないに

もかかわらず、TiO2 の使用は全体的に減少していることが明らかになった。 
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文献番号 A7 分類 遺伝子発現解析 
著者 Cao, X., Khare, S., DeLoid, G.M., Gokulan, K., Demokritou, P. 
ジャーナル NanoImpact. 22 pp.100306 2021 

タイトル 
Co-exposure to boscalid and TiO2 (E171) or SiO2 (E551) downregulates cell junction 
gene expression in small intestinal epithelium cellular model and increases pesticide 
translocation. 

要約 

最近発表された研究により、広く使用されているナノ化食品添加物である TiO2 

（E171） と SiO2（E551） が、一般的に使用されている農薬であるボスカリドの

転座をそれぞれ 20%と 30%増加させることが示された。食品中の人工ナノ材料

（ENM）の存在による農薬の吸収の増加は、これらの食品添加物に対する健康へ

の懸念を生じさせるものである。本研究では、ボスカリド（150 ppm）を含む空腹

時食物の模擬消化物（リン酸緩衝液）に、TiO2 または SiO2（1% w/w）を添加した

もの/添加しないものを曝露した後の小腸上皮細胞モデルにおける細胞接合に関

連する遺伝子の mRNA 発現を分析した。前回の研究で観察されたボスカリドの転

座の増加の根底にある、あるいは一因となる細胞バリア機能の特異的な変化を評

価した。その結果、ボスカリドの単独曝露は、細胞接合遺伝子に有意な影響を及

ぼさないが、ボスカリドと TiO2 の共曝露は細胞-マトリックス接合焦点接着関連

遺伝子、例えば Cav1（-1.39-fold, p < 0.05）をダウンレギュレート、Cav3（+3.30-fold, 

p < 0.01） および Itga4（+3.30-fold, p < 0.05）のアップレギュレーションを有意に

制御することが示された。同様に、ボスカリドと SiO2 への同時曝露は、タイトジ

ャンクション遺伝子（Cldn1、Cldn11、Cldn16、Cldn18、Jam3）、アドヘレンスジ

ャンクション遺伝子（Notch1、Notch3、Pvrl1）、ギャップジャンクション遺伝子

（Gja3、Gjb2）などの複数の細胞間接合遺伝子や細胞母接合部接着遺伝子（Itga4、

Itga6、Itga7）などが有意に低下することが示された。これらの知見は、ボスカリ

ドと TiO2（E171）または SiO2（E551）の共摂取が細胞接合および細胞間接着の弱

化を引き起こし、その結果、傍細胞輸送の調節不全を引き起こす可能性を示して

おり、これらの ENM 存在下で以前に観察されたボスカリドの転位の増加に寄与

したことを示唆している。この新しい知見は、一般的な食品添加物に対する健康

上の安全性に対する懸念を高めるものである。 
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文献番号 A8 分類 心臓細胞への影響 

著者 

Colin-Val, Z., Vera-Márquez, C.D., Herrera-Rodríguez, M.A.,  
Del Pilar Ramos-Godinez, M., López-Saavedra, A., Cano-Martínez,  
A., Robledo-Cadena, D.X., Rodríguez-Enríquez, S., Correa, F.,  
Delgado-Buenrostro, N.L., Chirino, Y.I., López-Marure, R. 

ジャーナル Cardiovascular toxicology 22(8) pp.713-726 2022 

タイトル Titanium Dioxide (E171) Induces Toxicity in H9c2 Rat Cardiomyoblasts and Ex Vivo Rat 
Hearts. 

要約 

循環器系疾患は、世界的な死因の上位を占めている。食品用二酸化チタン（E171）

は、食品産業において最も広く使用されている添加物である。既存の証拠による

と、二酸化チタンナノ粒子は生物学的バリアを通して全身循環に達し、細胞膜を

透過し、種々の臓器の細胞に蓄積し、損傷を与える。しかし、心臓細胞への影響

と心臓疾患の発症はまだ未解明である。そこで、本研究では、ラット心筋芽細胞

および心臓を対象に、E171 の毒性を検証した。H9c2 細胞を用いて、E171 の細胞

内移行と細胞生存率、増殖、ミトコンドリア、リソゾーム、F-アクチン分布、細

胞形態への影響を評価した。さらに、E171 の心機能への影響を ex vivo のラット

心臓で測定した。E171 は細胞に取り込まれ、細胞質内に移行した。E171 粒子は

細胞の形態を変化させ、増殖と代謝活性を低下させた。E171 の曝露によりカスパ

ーゼ- 3 およびカスパーゼ- 9 の発現が増加し、Tunel 陽性細胞はアポトーシス死を

示唆した。ミトコンドリアとリソソームは、それぞれ 24 時間および 48 時間の曝

露後にマイトファジーに起因する変化が検出された。さらに、高濃度の E171 は、

F-アクチン細胞骨格の再配列を引き起こした。最後に、E171 に曝露された心臓は、

心機能に障害を示した。これらの結果は、in vitro の心臓細胞における E171 の毒

性が、ex vivo モデルにおける心機能を変化させることを裏付けており、この食品

添加物の摂取が有害であり、心血管疾患の発症につながる可能性があることを示

している。 
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文献番号 A9 分類 腸の免疫機能への影響 

著者 Conde, J., Schwarzfischer, M., Katkeviciute, E., Häfliger, J., Niechcial, A., Brillant, N., 
Manzini, R., Bäbler, K., Atrott, K., Lang, S., Scharl, M. 

ジャーナル International journal of molecular sciences 22(2) pp.772 2021 

タイトル Titanium Dioxide Presents a Different Profile in Dextran Sodium Sulphate-Induced 
Experimental Colitis in Mice Lacking the IBD Risk Gene Ptpn2 in Myeloid Cells. 

要約 

炎症性腸疾患（IBD）の発症には、環境因子と遺伝因子が関与していることが明

らかにされている。最近の研究では、食品添加物である二酸化チタン（TiO2）が

本疾患の原因物質として関与している可能性が示唆されている。本研究では、食

品添加物である TiO2 と IBD のリスク遺伝子であるプロテインチロシンホスファ

ターゼ非受容体 2 型（Ptpn2）の相互作用と腸の炎症発生における役割を調べるこ

とを目的とした。骨髄系細胞における Ptpn2 の発現を欠損したマウス

（Ptpn2LysMCre）またはその野生型同腹仔（Ptpn2fl/fl）を用い、微粒子 TiO2に曝

露してデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発急性腸炎を生じさせた。骨髄由

来マクロファージ（BMDM）を用いて、TiO2 シグナル伝達経路および TiO2 誘導

IL-1β と IL-10 レベルに対する Ptpn2 の影響を検討した。TiO2 に曝露された

Ptpn2LysMCre は、野生型に比べてより深刻な腸の炎症を示した。この効果は、TiO2

が腸管マクロファージの分化に影響を与え、Ptpn2 欠損マウスの抗炎症マクロフ

ァージの数が抑制されたためと考えられる。さらに、TiO2がマイトジェン活性化

プロテインキナーゼ（MAPK）を介して IL-1β の分泌を誘導し、MAPK 非依存経

路で骨髄由来マクロファージの IL-10 の発現を抑制できることも確認した。この

知見は、遺伝的リスク因子 Ptpn2 と環境因子 TiO2が腸の炎症の制御において協力

関係にあることを示す最初の証拠である。本稿で示した結果は、特に遺伝的リス

クの高い人において、ある種の工業用化合物の摂取を考慮する必要があることを

示唆している。 
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文献番号 A10 分類 胃腸管における挙動、消化酵
素への影響 

著者 Dudefoi, W., Rabesona, H., Rivard, C., Mercier-Bonin, M., Humbert, B., Terrisse, H., 
Ropers, M.H. 

ジャーナル Food & function 12(13) pp.5975-5988 2021 

タイトル Titanium Dioxide Presents a Different Profile in Dextran Sodium Sulphate-Induced 
Experimental Colitis in Mice Lacking the IBD Risk Gene Ptpn2 in Myeloid Cells. 

要約 

二酸化チタン（TiO2）は、ナノ粒子の存在により、人体への影響が懸念されてい

る食品添加物である。著者らは、胃腸管における TiO2粒子の動態と、消化酵素に

対する潜在的な影響に関する知見を求めていた。本研究では、この目的のために、

2 種類の食品グレードの TiO2 サンプル（E171）と 1 種類のナノサイズの TiO2サン

プル（P25）の挙動について、酵素を含む適切な分泌液で口腔、胃、腸の段階をシ

ミュレートした標準化静的 in vitro 消化プロトコルを用いて評価した。E171 と P25

の TiO2 粒子はどちらも消化液中で損傷がない状態であったが、大きな凝集体を形

成し、特に腸液中では最大 500 µm サイズの粒子が確認された。これらの凝集体

の形成は、主に α-アミラーゼと 2 価の陽イオンの吸着によって媒介されている。

ペプシンも TiO2粒子に吸着することが確認されたが、シリカで覆われた E171 の

場合のみであった。唾液中では、TiO2 は α-アミラーゼの酵素活性を阻害する作用

を示した。この活性は酵素濃度に依存した係数で低下したが（1 mg mL-1 で最大

34%）、この阻害作用は腸液では僅か 10%に減少した。胃の段階では、ペプシンは

どのような形態の TiO2によっても影響を受けなかった。この結果は、食品グレー

ドの TiO2 が炭水化物とタンパク質の全体的な消化に与える影響が限定的である

ことを示唆している。しかし、特に経口段階で観察された活性の低下は、炭水化

物代謝の減速に関連した健康への有害影響を防ぐために、より深い調査が必要で

ある。 
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文献番号 A11 分類 腸内細菌叢への影響 

著者 Gerasimidis, K., Bryden, K., Chen, X., Papachristou, E., Verney, A., Roig, M., Hansen, 
R., Nichols, B., Papadopoulou, R., Parrett, A. 

ジャーナル European journal of nutrition 59(7) pp.3213-3230 2020 

タイトル The impact of food additives, artificial sweeteners and domestic hygiene products on the 
human gut microbiome and its fibre fermentation capacity. 

要約 

本研究では、食品添加物、人工甘味料、家庭用衛生用品が腸内細菌叢と繊維発酵

能に及ぼす影響について検討した。健康なボランティア 13 名の糞便サンプルに、

食品添加物（マルトデキストリン、カルボキシメチルセルロース、ポリソルベー

ト-80、カラギーナンカッパ、シンナムアルデヒド、安息香酸ナトリウム、亜硫酸

ナトリウム、二酸化チタン）、甘味料（アスパルテーム系甘味料、スクラロース、

ステビア）、家庭用衛生用品（歯磨き粉、食器洗い洗剤）などを添加してバッチ培

養で発酵させた。短鎖脂肪酸の生成量は、ガスクロマトグラフィーで測定した。

マイクロバイオームの組成は、16S rRNA 配列決定と定量的ポリメラーゼ連鎖反応

（qPCR）により特性評価を行った。酢酸は、マルトデキストリンおよびアスパル

テーム系甘味料存在下で増加し、食器洗い洗剤または亜硫酸ナトリウム存在下で

減少した。プロピオン酸はマルトデキストリン、アスパルテーム系甘味料、亜硫

酸ナトリウム、ポリソルベート-80 で増加し、酪酸はシンナムアルデヒドと食器

用洗剤で大幅に減少した。スクラロース、シンナムアルデヒド、二酸化チタン、

ポリソルベー -80、食器用洗剤は、マイクロバイオームの群集構造を変化させた。

その効果は食器用洗剤で最も大きく（R2 = 43.9%, p = 0.008）、次いでシンナムアル

デヒド（R2 = 12.8%, p = 0.016）であった。食器用洗剤とシンナムアルデヒドの添

加により、Escherichia/Shigella と Klebsiella に属する操作分類単位（OTU）が増加

し、Faecalibacterium と Subdoligranulum の OTU を含む Firmicutes が減少した。ス

クラロースとカラギーナン・カッパの添加は Escherichia/Shigella の量を増加させ、

スクラロース、亜硫酸ナトリウム、ポリソルベート-80 は Bilophila を同様に増加

させた。ポリソルベート-80 は Faecalibacterium と Subdoligranulum の OTU の存在

比を減少させた。qPCR を用いた主要な細菌群の濃度でも同様の影響が認められ

た。また、マルトデキストリン、アスパルテーム系甘味料、安息香酸ナトリウム

は Bifidobacterium の増殖を促進し、亜硫酸ナトリウム、カラギーナンカッパ、ポ

リソルベート-80、食器洗い洗剤は抑制影響を示した。 
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文献番号 A12 分類 腸内細菌叢への影響 

著者 Hofseth, L.J., Hebert, J.R., Chanda, A., Chen, H., Love, B.L., Pena, M.M., Murphy, E.A., 
Sajish, M., Sheth, A., Buckhaults, P.J., Berger, F.G. 

ジャーナル Gastroenterology & hepatology 17(6) pp. 352-364 2020 

タイトル Early-onset colorectal cancer: initial clues and current views. Nature reviews. 

要約 

過去数十年の間に、早期発症大腸がん（EOCRC：50 歳未満の患者）の発生率が

驚異的な速さで増加している。科学的に厳密な疫学研究により、EOCRC に関連

する環境因子が選別されてきたが、この疾患の原因およびメカニズムに関する

我々の知識は完全ではない。本研究では、EOCRC を引き起こす潜在的な危険因

子と推定されるメカニズムに焦点を当て、有益な研究である可能性の高い領域を

提案する。さらに、脂肪率増加の強い影響を示唆する証拠の矛盾を明らかにし、

特定の行動（食事やストレスなど）が非肥満者やその他の健康な人々をこの疾患

の危険にさらす可能性があることを示唆する。主な危険因子として、世界的な食

の欧米化（通常、不健康な調理方法を伴う赤肉や加工肉、高果糖コーンシロップ

大量摂取）、ストレス、抗生物質、合成食用色素、グルタミン酸ナトリウム、二酸

化チタン、運動不足や座りがちな生活習慣などが検討されている。腸内細菌叢は、

これらの危険因子と EOCRC の岐路にあるとみられる。本疾患の時間経過と、関

連する曝露がおそらく小児期に起こるという事実は、重要な方法論的問題を提起

しており、それについても議論している。 
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文献番号 A13 分類 反復経口投与、グルコース代
謝 

著者 Hu, H., Zhang, B., Li, L., Guo, Q., Yang, D., Wei, X., Fan, X., Liu, J., Wu, Q., Oh, Y., 
Feng, Y., Chen, K., Wang, C., Hou, L., Gu, N. 

ジャーナル Environmental toxicology 35(4) pp.443-456 2020 

タイトル The toxic effects of titanium dioxide nanoparticles on plasma glucose metabolism are 
more severe in developing mice than in adult mice. 

要約 

二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）は認可された食品添加物であり、子供が最も

多く曝露される。したがって、小児は成人よりも TiO2 NPs の有害影響を受けやす

い可能性がある。以前の研究により、50 mg/kg 体重 (bw) の TiO2 NPs をマウス

に経口投与すると、血漿グルコースが増加することが示された。しかし、異なる

年齢層の血漿グルコース代謝に対する TiO2 NPs への曝露の有害影響を直接比較

した研究はほとんどない。本研究では、発育期（3 週齢）および成体（10 週齢）

のマウスに、1 日あたり 50 mg/kg bw の TiO2 NPs を経口投与した。その結果、発

育期のマウスでは、成体マウスよりも早く高血糖が誘発された。次に、マウスに

TiO2 NPs をそれぞれ 8 週間および 26 週間経口投与した後、そのメカニズムを解

析した結果、発育期および成体マウスの肝臓において、TiO2 NPs の投与は、初期

段階において有害物質の生分解を活性化することが示された。しかし、発育期の

マウスにおいてのみ、TiO2 NPs は肝臓に小胞体ストレスを引き起こし、肝臓およ

び血清中の活性酸素種を初期段階で増加させた。この小胞体ストレスと活性酸素

は、炎症反応と分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ経路を活性化し、その結

果、発育期のマウスの肝臓に初期段階でインスリン抵抗性を誘導した。成体マウ

スの反応は遅れ、後期にはこれらの変化が観察された。本研究の結果はいずれも、

小児は成人よりも経口投与された TiO2 NPs の毒性に対して感受性が高いことを

示唆するものであった。 
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文献番号 A14 分類 単回経口、免疫毒性 
著者 Kurtz, C.C., Mitchell, S., Nielsen, K., Crawford, K.D., Mueller-Spitz, S.R. 
ジャーナル Journal of applied toxicology 40(10) pp.1384-1395 2020 

タイトル Acute high-dose titanium dioxide nanoparticle exposure alters gastrointestinal 
homeostasis in mice. 

要約 

多種多様な人工ナノ粒子（NPs）へのヒトの曝露は増加傾向にあり、一般的な食

品添加物への使用は胃腸（GI）への曝露を増加させる。宿主の健康は、消化管マ

イクロバイオームおよび免疫反応と密接に関連している。微生物叢の乱れは、エ

ネルギー生産に影響を与え、炎症を誘発し、粘膜バリアを変化させ、肥満や炎症

性腸疾患などの様々な病状を引き起こす可能性がある。著者らは、二酸化チタン

（TiO2）NP のマウスへの単回高用量曝露が、ディスバイオシスを引き起こし、粘

液産生と局所免疫集団を刺激すると推測した。幼若マウス（9-10 週）に 1 g/kg の

二酸化チタン NPs を経口投与し、粘膜関連細菌の存在量、炎症性サイトカイン、

ムチン発現、体格の変化を調査した。本研究のデータは、TiO2 NP の摂取が GI 微

生物叢と宿主防御を変化させ、マウスの代謝障害とそれに続く体重増加の促進を

裏付けている。 
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文献番号 A15 分類 腸内細菌叢への影響 
著者 Lamas, B., Martins Breyner, N., Houdeau, E. 
ジャーナル Particle and fibre toxicology 17(1) pp.19 2020 

タイトル Impacts of foodborne inorganic nanoparticles on the gut microbiota-immune axis: 
potential consequences for host health. 

要約 

食品毒性学では、宿主の健康における微生物群集の重要かつ複雑な生理学的役割

のために、食品添加物、食品サプリメント、食品包装に由来する食品由来ナノ粒

子（NPs）が腸内細菌群に与える影響を研究することに関心が高まっている。近

年、ほとんどの無機および金属 NPs について報告されているように、殺生物活性

は、常在菌の組成および/または代謝活性の慢性的な変化（すなわち、腸内ディス

バイオシス）を助長し、免疫機能に影響を与える可能性がある。逆に、無機物質

と免疫系との直接的な相互作用（例えば、炎症反応、アジュバントまたは免疫抑

制特性）は、今度は腸内細菌叢に影響を及ぼす可能性がある。ヒトの多くの慢性

疾患は、炎症性腸疾患（IBD）（クローン病や潰瘍性大腸炎）、代謝異常（肥満な

ど）、大腸がん（CRC）など、微生物-免疫系軸に沿った変化と関連している。こ

のことは、無機 NPs への慢性的な食事曝露が、疾患の発症や進行を促進する危険

因子と見なせるかどうかという問題を提起している。微生物-免疫軸に沿った様々

な影響を解読することは、様々な食品を通して無機 NPs に日常的に曝露すること

が、腸内常在菌と免疫の間の複雑な対話を乱し、それゆえ宿主の脆弱性を増大し

得るということを理解するために役立つ可能性がある。動物試験では、経口投与

の用量レベルと期間は、ヒトが日常的に食事を通して曝露している、あるいは曝

露する可能性のある曝露条件を模倣するための重要な要素であり、食品由来 NPs

のハザード特定とリスク評価に必要とされるものである。このレビューは、腸内

細菌-免疫軸を考慮した予測的毒性学的モデルの開発を支援するために、関連研究

を要約したものである。文献によると、腸内の免疫機能傷害を誘発することに加

えて、無機 NPs が腸内微生物叢の組成と活動に中程度から広範囲の影響を示す

ことを示しており、有益な細菌を犠牲にして病原体による腸の定着を促進する再

発性特徴を強調している。食品を介した長期的な曝露を考慮すると、ヒトの健康

リスク評価において、特にナノ材料が抗菌性を示す場合、腸内細菌叢に対するナ

ノ材料の影響を考慮する必要がある。 
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文献番号 A16 分類 分析、細胞毒性 
著者 Luo, K., Park, H., Adra, H.J., Ryu, J., Lee, J.H., Yu, J., Choi, S.J., Kim, Y.R 
ジャーナル Journal of hazardous materials 393 pp.122483 2020 

タイトル Charge-switchable magnetic separation and characterization of food additive titanium 
dioxide nanoparticles from commercial food. 

要約 

ナノスケールの二酸化チタン（TiO2）の潜在的な健康影響に関する懸念の高まり

により、市販食品中に存在する食品添加物 TiO2のサイズ分布と物理化学的特性を

モニタリングする必要性が生じている。酸分解法は、干渉する食品マトリックス

を除去するために最も広く用いられている方法であるが、腐食性の強い反応のた

め、TiO2の物理化学的特性が変化し、材料に関する偏った情報を与えてしまう可

能性がある。本研究では、TiO2粒子と電荷交換性デンプン磁気ビーズ（PL@SMB）

の間の電荷相互作用により、加工食品から食品添加物である TiO2 ナノ粒子をその

ままの形で抽出する有効な方法を報告する。PL@SMB の表面電荷を中性に切り替

えることにより、捕獲した酸化チタンを容易に採取することができる。抽出され

た TiO2 のサイズと表面特性は、穏やかな反応特性により十分に維持されることが

示された。10 種類の市販加工食品から抽出した TiO2粒子は、40〜250 nm のサイ

ズ分布を示し、平均直径は 115 nm、そのうち 22%が 100 nm 以下であった。抽出

された TiO2 は短期的な細胞毒性は示さなかったが、高濃度では細胞の酸化ストレ

スを誘発した。 
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文献番号 A17 分類 分析、細胞毒性 
著者 Luo, K., Yoon, Y.L., Park, H,. Choi, S.J., Kim, Y.R 
ジャーナル Journal of hazardous materialsy 432 pp.128666 2022 

タイトル Effect of organic acids on the morphology and particle size of titanium dioxide (E171) in 
processed food. 

要約 

TiO2 (E171) は着色料として加工食品に広く使用されている。しかし、TiO2 ナノ粒

子（100 nm 未満）の潜在的な健康影響に関する懸念の高まりから、市販食品に存

在する食品添加物 TiO2 のサイズ分布と細胞毒性特性をモニタリングする必要性

が生じている。本研究では、磁気分離法を用いて、100 種類の市販食品から食品

添加物である TiO2を抽出した。抽出された TiO2は平均粒径 121-143 nm で、ナノ

スケール（100 nm 以下）の割合は 7.5%から 35.7%であり、キャンディーやゼリー

のような特定の種類の食品には、より小さい TiO2やナノスケール粒子の割合が高

いことが示された。有機酸を多く含む製品の pH が低いことが TiO2の微細化に関

与していると仮定し、酢酸、アスコルビン酸、クエン酸の 3 種類の有機酸が TiO2

の物理化学的性質に及ぼす影響を調査した。クエン酸は、20 nm 程度の断片化さ

れたナノ粒子の生成とともに TiO2のサイズを縮小することが示されたが、酢酸と

アスコルビン酸の効果はごくわずかであった。クエン酸で処理した TiO2は短期的

な細胞毒性を示さなかったが、この研究は、加工食品中で物理化学的性質が変化

した食品添加物 TiO2 の潜在的な長期的健康影響を十分に評価することの重要性

を示唆している。 
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文献番号 A18 分類 腸内細菌叢への影響 
著者 Malik, M., Subedi, S., Marques, C.N.H., Mahler, G.J. 
ジャーナル Frontiers in nutrition 7 pp.131 2020 

タイトル Bacteria Remediate the Effects of Food Additives on Intestinal Function in an in vitro 
Model of the Gastrointestinal Tract. 

要約 

栄養吸収の場である小腸は、摂取した食品に含まれる保存料や添加物に常にさら

されている。下部消化管に対する食事の影響は広く研究されているが、小腸上皮

および微生物叢に対する食品添加物の影響は、あまり明確に理解されていない。

本研究の目的は、食品添加物、個々の細菌種、および腸管機能の間の複雑な相互

作用を研究するために、生理的に適切な上部消化管モデルを開発し確立すること

であった。そのために、消化のシミュレーション、ヒト腸管上皮細胞、常在菌の

グラム陽性 Lactobacillus rhamnosus、または日和見菌のグラム陰性 Escherichia coli

を組み込んだ in vitro モデルを開発した。このモデルを用いて、高グルコース

（HG）、食塩、乳化剤（TWEEN 20）、食品（ミルクチョコレート菓子）または化

学グレードの二酸化チタンナノ粒子（TiO2-NP）、食品（全粒粉パン）または化学

グレードのグルテンを曝露した後の腸の透過性とアルカリホスファターゼ活性を

評価した。その結果、HG は腸管透過性を上昇させ、細菌の存在は HG の腸管透

過性への有害影響を改善し、細菌の存在下および非存在下の両方で TWEEN 20 の

濃度の上昇とともに透過性および IAP 活性の減少が観察された。L. rhamnosus は

腸管アルカリホスファターゼ活性とタイトジャンクションタンパク質の分布に影

響を与えたが、大腸菌はインドールを産生して腸管透過性を回復させた。酸化チ

タンとグルテンの供給源は、透過性と IAP 活性への影響を変化させた。大腸菌と

L. rhamnosus の増殖は、使用した食品添加物の種類に依存することが示された。

全体として、in vitro モデル内の細菌の存在は、腸の機能に対する食品添加物の効

果に影響を与え、食事と上部消化管細菌叢の間の複雑な関連を示唆している。こ

のモデルは、健康な状態と病気の状態の両方において、小腸の機能と宿主-微生物

相互作用を in vitro で研究する方法を提供する。 
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文献番号 A19 分類 反復経口投与毒性 

著者 

Medina-Reyes, E.I., Delgado-Buenrostro, N.L., Díaz-Urbina, D., Rodríguez-Ibarra, C., 
Déciga-Alcaraz, A., González, M.I., Reyes, J.L., Villamar-Duque, T.E., 
Flores-Sánchez, M.L., Hernández-Pando, R., Mancilla-Díaz, J.M., Chirino, Y.I., 
Pedraza-Chaverri, J 

ジャーナル Food and chemical toxicology 146 pp.111786 2020 

タイトル Food-grade titanium dioxide (E171) induces anxiety, adenomas in colon and goblet cells 
hyperplasia in a regular diet model and microvesicular steatosis in a high fat diet model. 

要約 

食品用二酸化チタン（E171）は、固形および液体食品に広く使用されている白色

添加物である。この添加物は、大腸、肝臓、脾臓、精巣および脳に沈着するため、

経口摂取後の E171 の毒性についてはまだ議論がある。E171 の摂取は、高脂肪を

特徴とする欧米型の食生活において一般的に生じている。したがって、E171 は、

不安、大腸疾患、精巣傷害などの高脂肪食（HFD）に関連する有害影響を悪化さ

せる可能性がある。本研究は、不安様行動、大腸、肝臓および精巣に対する E171

の影響を評価し、HFD の摂取が有害影響を悪化させるかどうかを分析することを

目的とした。E171 を約 5 mg/kg bw で 16 週間飲水投与し、マウスには普通食また

は HFD を与えた。E171 は、普通食マウスにおいて、不安の促進、大腸腺腫の誘

発、杯細胞の肥大および過形成、ムチンの過剰発現を示したが、精巣組織および

精子に対する毒性は示さなかった。さらに、E171 は、HFD 給餌マウスにおいて

肝臓の小胞性脂肪症を促進し、HFD のみの投与では精子濃度および運動性を低下

させた。以上の結果から、E171 の投与は、大腸の腺腫数を増加させ、杯細胞の肥

大と過形成および小胞性脂肪症を誘発することが示唆された。 

 



添付資料 2_文献の要約 

19 
 

 
文献番号 A20 分類 神経行動毒性（レビュー） 

著者 Medina-Reyes, E.I., Rodríguez-Ibarra, C., Déciga-Alcaraz, A., Díaz-Urbina, D., 
Chirino, Y.I., Pedraza-Chaverri, J 

ジャーナル Food and chemical toxicology 146 pp.111814 2020 

タイトル Food additives containing nanoparticles induce gastrotoxicity, hepatotoxicity and 
alterations in animal behavior: The unknown role of oxidative stress. 

要約 

二酸化チタン（E171）、酸化鉄および水酸化鉄（E172）、銀（E174）、金（E175）

などの食品添加物は着色料として使用されるが、二酸化ケイ素（E551）は西洋の

食生活で多く使われている超加工食品において一般的に固結防止剤として使用さ

れている。これらの添加物にはナノサイズ（1-100 nm）の粒子が含まれており、

代謝されずに複数の臓器に蓄積されるため、大きな有害影響を及ぼす可能性が懸

念されている。本研究では、E171、E172、E174、E175、E551 およびこれらの非

食品グレードのナノ粒子を経口摂取した場合に生じる胃毒性、肝毒性、腸-脳およ

び腸-肝臓軸に対する微生物叢の影響について評価した。これらの食品添加物を用

いた神経毒性や動物行動の変化を評価する研究は行われていないが、非食品グレ

ードのナノサイズ対応品は、動物の行動変化の兆候として、ストレス、うつ病、

認知障害、摂食障害と関連している。これらの食品添加物が胃毒性、肝毒性およ

び腸内細菌叢の変化を誘発することを特定し、ほとんどの証拠が毒性の主なメカ

ニズムとして酸化ストレスを指摘しているが、主なメカニズムとしての酸化スト

レスの役割についてさらに調査する必要がある。 
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文献番号 A21 分類 反復経口投与、血液パラメー
タへの影響 

著者 Medina-Reyes, E.I., Rodríguez-Ibarra, C., Díaz-Urbina, D., Déciga-Alcaraz, A., 
Delgado-Buenrostro, N.L., Chirino, Y.I., Pedraza-Chaverri, J 

ジャーナル Journal of applied toxicology 42(8) pp.1411-1419 2022 

タイトル Food-grade titanium dioxide decreases hematocrit and hemoglobin and increases 
compulsive-like behavior in male mice. 

要約 

食品用二酸化チタン（E171）は、食品添加物として広く使用されており、経口摂

取後、E171 は血流に移行し、6 時間後に最高濃度に達すると報告されている。E171

は、いくつかの器官に蓄積し毒性を誘発するが、経口摂取後の血液パラメータへ

の影響については、あまり研究されていない。近年、E171 の経口摂取により、不

安や抑うつといった行動学的な症状が誘発されるという証拠が得られている。血

液の変化と精神疾患との関係については、これまでにも明らかにされているが、

E171 の経口曝露による血液パラメータの変化や、動物の行動変化と関連する影響

については調査されていない。本短報では、雄および雌のマウスに E171 を 5 

mg/kg、4 週間経口投与し、特定の血液パラメータ（ヘマトクリット、ヘモグロビ

ン、赤血球数、白血球）および不安や強迫様行動にどのような影響を及ぼすか調

査することを目的としている。その結果、E171 により雄マウスではヘマトクリッ

トおよびヘモグロビンが減少したが、雌マウスでは減少せず、白血球数および赤

血球数は変化しないことが示された。E171 の経口摂取により、不安様行動のレベ

ルは雌マウスで低下したが、雄マウスでは低下せず、強迫様行動は雄雌両方のマ

ウスで増加した。 
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文献番号 A22 分類 曝露 
著者 Putra, C., Bello, D., Tucker, K.L., Kelleher, S.L., Mangano, K.M. 
ジャーナル The Journal of nutrition 152(6) pp.1525-1537 2022 

タイトル Estimation of Titanium Dioxide Intake by Diet and Stool Assessment among US Healthy 
Adults. 

要約 

二酸化チタン（TiO2/ E171）は、主に白色着色料として食品に使用されているが、

米国における TiO2への曝露についてはほとんど知られていない。本研究では、米

国成人の便中 TiO2含有量を定量化し、推定摂取量との関連性を評価した。成人を

対象としたフェーズ 1 試験（3 回の 24 時間食事リコール（DR）とマッチした 3

サンプルの便中 TiO2 測定（n = 52））および/またはフェーズ 2 試験（テーラード

FFQ と 3 ヶ月間の 3 サンプルの便中 TiO2 測定（n = 61））を実施した。食品中の

TiO2はデータベースから推定し、さらに 49 の食品および 339 の便サンプル中の

濃度を誘導結合プラズマ質量分析法により定量した。食事と便の TiO2 との関連

は、対数線形多変量回帰により評価した。USDA 食品群（n = 49、1 食分/日）と

便中 TiO2との関連は、ステップワイズ回帰により評価した。TiO2 食品の含有量は、

ブランドによる違いがみられた。3 回の 24 時間 DR による平均 TiO2 摂取量［0.19 

± 0.31 mg/（kg 体重/日）］は、FFQ［0.30 ± 0.21 mg/（kg 体重/日 ）］より少な

かった。食事中の TiO2は、第 1 相または第 2 相において、便中の TiO2 を予測す

るものではなかった。食事性 TiO2の 10 倍あたり 10^（β）はそれぞれ 1.138 [10^

（95% CI）: 0.635, 2.037, P = 0.66] 、 0.628 [10（̂95% CI）: 0.206, 1.910, P = 0.41] を

示した。便中の TiO2 に関連する食品群は、第 1 相で①ミルクデザート、ソース、

グレービー［1 人前/日の 10^（β）: 3.361; 10^（95% CI）: 0.312, 36.163; P = 0.002］

および②イーストパン［10^（β）: 1.430; 10^（95% CI）: 0.709, 2.884; [P=0.002]］、

第 2 相で①クリームおよびクリーム代替品[10 （̂β）= 10.925; 10 （̂95% CI）: 1.952, 

61.137; P = 0.01] および②牛乳および乳飲料 [10^（β） = 0.306; 10^（ 95% CI）: 

0.086, 1.092, P = 0.07] であった。特定の食品の摂取は、より高い便中 TiO2含有量

と関連していた。食事評価法と TiO2 食品組成データベースの改善により、TiO2

摂取量の妥当な推定が必要である。今後の研究では、高い便中 TiO2含量が健康上

の有害な転帰と関連するかどうかを評価する必要がある。 
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文献番号 A23 分類 腸内細菌叢への影響 
著者 Rinninella, E., Cintoni, M., Raoul, P., Gasbarrini, A., Mele, M.C. 

ジャーナル 
International journal of environmental 
research and public health 

17(23) pp.8816 2022 

タイトル Food Additives, Gut Microbiota, and Irritable Bowel Syndrome: A Hidden Track. 

要約 

食事、腸内細菌叢、過敏性腸症候群（IBS）の相互作用には、多くの複雑なメカニ

ズムがあり、十分に解明されていない。食品添加物は、科学と政府の政策から注

目に値する現代人の食生活の構成要素の一つである。本レビューでは、食品添加

物が腸内細菌叢に与える影響と、IBS の発症におけるその潜在的役割に関する現

在の知見を明らかにすることを目的としている。現在まで、IBS 患者における食

品添加物の腸内細菌叢への影響に関するデータはほとんど得られていない。しか

し、食品添加物への曝露は、腸管バリアの変化および免疫反応の活性化を伴う腸

管ホメオスタシスのディスバイオシスおよび調節不全を誘発する可能性がある。

これらの微生物の変化は、内臓痛、低悪性度炎症、腸内環境の変化など、IBS に

関連する腸の症状を悪化させる可能性がある。IBS 患者のための低発酵性オリゴ

糖、2 糖類、単糖類、ポリオール（FODMAP）食事療法では、一部の添加物（ポ

リオール）が除外されている。ほとんどの試験は動物で行われており、ヒトでの

試験が必要であるとしても、多くの人工甘味料、乳化剤、食品着色料は、腸内細

菌叢の変化を通じて、IBS の隠れた要因になる可能性がある。したがって、IBS

患者の食事および栄養補助食品において、食品添加物は予防的に回避されるべき

である。 
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文献番号 A24 分類 分析 
著者 Salou, S., Larivière, D., Cirtiu, C.M., Fleury, N. 
ジャーナル Analytical and bioanalytical chemistry 413(1) pp.171-181 2021 

タイトル Quantification of titanium dioxide nanoparticles in human urine by single-particle 
ICP-MS. 

要約 

化粧品、パーソナルケア製品、食品添加物、さらには医薬品など、日常的に使用

される消費者製品において、二酸化チタンナノ粒子の使用が増加していることか

ら、ヒトの安全性に関する懸念が高まってきている。この新たなナノ汚染物質へ

の曝露を、例えばバイオアッセイによって追跡することが理想的であるが、尿な

どの生体マトリックスにおけるナノ粒子の評価は困難なままである。データの不

足は、主に現在における測定法の限界によるものであるが、ヒトのサンプルで予

想される濃度が低いことも原因である。本研究では、尿中の二酸化チタンナノ粒

子の定量法を開発し、ISO/CEI 17025:2017 ガイドラインに従ってバリデーション

を実施した。単粒子誘導結合プラズマ質量分析法（SP-ICP-MS）による二酸化チ

タンナノ粒子質量濃度の検出限界は、0.05 ng mL-1であった。粒子径の限界値は、

3 つの異なるアプローチで決定され、最も高い計算限界値は 50 nm に近づいた。

反復性と再現性は、粒子質量濃度でそれぞれ 14%と 18%、粒子径測定の両パラメ

ータで 6%が達成された。メソッドの真度および回収率は、それぞれ 98%および

84%であった。 
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文献番号 A25 分類 毒性（レビュー） 
著者 Shabbir, S,. Kulyar, M.F., Bhutta, Z.A., Boruah, P., Asif, M. 
ジャーナル BioNanoScience 11(2) pp.621-632 2021 

タイトル Toxicological Consequences of Titanium Dioxide Nanoparticles (TiO2NPs) and Their 
Jeopardy to Human Population. 

要約 

二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）は、食品添加物、顔料、光触媒、およびパー

ソナルケア製品のために最も生産されているナノ材料である。これらのナノ材料

は、急速に発展する必要不可欠なナノテクノロジーの最前線にある。これらのナ

ノ材料の中で、二酸化チタン（TiO2）は最も一般的なナノ材料であり、長年にわ

たって合成が行われている。これらの TiO2のナノ粒子は、商業レベル、特に化粧

品産業で広く使用されており、高い使用率は、ヒトにおける毒性学的な結果を増

加させている。いくつかの研究により、TiO2 NPs は経口曝露または吸入後、消化

管、肺、心臓、肝臓、脾臓、心筋、および腎臓に蓄積することが示されている。

さらに、マウスやラットでは、グルコースや脂質のホメオスタシスを阻害する。

TiO2 NPs は主に、細胞損傷、炎症、遺伝毒性、および有害な免疫応答につながる

酸化ストレスを誘発することにより、有害反応を引き起こす。破壊の形態とレベ

ルは、反応性とバイオアベイラビリティを管理する TiO2 NPs の物理的および化

学的特性に強く依存している。研究により、TiO2 NPs は DNA 鎖の切断と染色体

損傷の両方を引き起こすことが示唆されている。遺伝毒性は、粒子表面の変化、

大きさ、曝露経路に依存するだけでなく、曝露時間にも依存する。 
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文献番号 A26 分類 遺伝毒性（レビュー） 
著者 Shi, J., Han, S., Zhang, J., Liu, Y., Chen, Z., Jia, G. 
ジャーナル NanoImpact 25 pp.100377 2022 

タイトル Advances in genotoxicity of titanium dioxide nanoparticles in vivo and in vitro. 

要約 

二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）は、現在最も広く使われているナノ材料の 1

つである。応用範囲の拡大により、食品添加物や薬剤として口から体内に入り、

化粧品として傷ついた皮膚から侵入し、製造や取り扱いの過程で呼吸器から体内

に入るなど、ヒトの TiO2 NPs への曝露は不可避である。TiO2 NPs は TiO2 粗粒子

と比較して、導電性、反応活性、光触媒性、浸透性などが強く、生物に対する毒

性が強くなる可能性がある。TiO2が発がん性カテゴリー2B（ヒトに対して発がん

性がある可能性がある）に分類されたことから、TiO2 NPs の遺伝毒性が注目され

ている。これまでにも、TiO2 NPs の潜在的な遺伝毒性を調査する一連の先行研究

がみられたが、既存の研究結果にはまだ議論の余地があり、結論づけるのは困難

である。半数以上の研究が TiO2 NPs が遺伝毒性を引き起こす可能性を示してお

り、TiO2 NPs がヒトに対して遺伝毒性を持つ可能性が高いことが示唆されている。

そして、TiO2 NPs の遺伝毒性は、その物理化学的特性（結晶の種類、サイズ、形

状）だけでなく、曝露濃度、モード、時間、実験細胞/動物と密接に関連している。

本レビューでは、in vivo 試験および in vitro 細胞試験を通じて、関連する遺伝毒性

作用の最新の研究進捗をまとめ、TiO2 NPs 遺伝毒性評価のためのアイデアを提供

することを目的としている。 
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文献番号 A27 分類 曝露 
著者 Sungur, Ş., Kaya, P., Koroglu, M. 
ジャーナル Food additives & contaminants 13(4) pp.260-267 2022 

タイトル Determination of titanium dioxide nanoparticles used in various foods. 

要約 

二酸化チタン（TiO2）は、コード E171 の食品で一般的に使用されている。食品の

パッケージには、原材料の欄に E171 を含むという情報が記載されているが、原

材料として使用されている E171 の量に関する情報はない。したがって、食品中

の TiO2 含有量を測定することは、ヒトの健康にとって非常に重要である。本研究

では、菓子類、チューインガム、チョコレートおよび白色食品について調査を実

施した。調査した食品の TiO2 濃度は、誘導結合プラズマ発光分光分析（ICP-OES）

により測定した。平均的な二酸化チタン濃度は 3～2400 mg kg-1の範囲であること

が確認された。食品サンプル中の二酸化チタンの粒子径は透過型電子顕微鏡

(TEM)により測定した。調査した食品中の二酸化チタンナノ粒子は、30から410 nm

の大きさであることが明らかになった。 

 
 

文献番号 A28 分類 タンパク質の吸着、細胞への
浸透性 

著者 Vian, R., Salehi, H., Lapierre, M., Cuisinier, F., Cavaillès, V., Balme, S. 
ジャーナル Food chemistry 360 pp.130003 2021 

タイトル Adsorption of proteins on TiO2 particles influences their aggregation and cell penetration. 

要約 

E171 として知られる二酸化チタン（TiO2）ナノ粒子は、その潜在的な毒性により

物議を醸している食品添加物の 1 つである。本研究では、TiO2 ナノ粒子に吸着

したタンパク質が凝集を防ぎ、細胞への浸透を促進するという仮説を立て、TiO2

ナノ粒子をゼラチンおよび β-ラクトグロブリンで界面濃度がそれぞれ約 0.25 

mg/mg および 0.32 mg/mg になるようにコーティングした。ナノ粒子径の測定によ

り、タンパク質コーティングが酸化チタンナノ粒子のコロイド安定性を向上させ

ることが認められた。FTIR 分析により、β-ラクトグロブリンの構造が吸着後に変

化していることが示唆された。また、ヒト腸管上皮細胞内への酸化チタンの浸透

が示され、共焦点ラマン顕微鏡を用いて定量化した。ゼラチンおよび β-ラクトグ

ロブリンの両方において、細胞侵入に対するタンパク質コーティングの促進的な

役割が示された。最終的に、この結果から、タンパク質が NP の凝集を防ぐ能力

と細胞侵入の間に相関関係を確立することができた。 
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文献番号 A29 分類 体内動態（レビュー） 
著者 Vitulo, M., Gnodi, E., Meneveri, R., Barisani, D. 
ジャーナル International journal of molecular sciences 23(8) pp.4339 2022 

タイトル Interactions between Nanoparticles and Intestine. 

要約 

ナノ粒子（NPs）は、その汎用性から近年確実に利用が拡大しており、その応用

範囲はナノ医療から食品産業まで多岐に渡っている。最近の研究では、NPs と腸

の相互作用に注目し、静脈内投与から経口投与への開発が進められている。これ

により、pH の違い、腸管粘液層の違い、腸管吸収能の違いなど、消化管のさまざ

まな特性を利用した NPs の機能化が可能になる。一方、これらの同じ特性は、食

物マトリックスや微生物叢との潜在的な相互作用を考慮すると、その複雑さゆえ

に問題となりうる。このレビューでは、経口経路を介した NPs デリバリーの 3 つ

の主要な分野、すなわち、インスリン担体を例とした全身標的の NPs 薬物担体の

機能化、炎症性腸疾患や大腸癌の治療のための腸内で局所的に活性な薬物デリバ

リーのための NPs、最後に、食品添加物として用いられる NPs への偶然かつ無秩

序な曝露による懸念と副作用について、E171（二酸化チタン）と E174（銀 NPs）

を中心に総合的に考察する。 
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文献番号 A30 分類 腸管吸収 
著者 Wang, Y., Chen, Z., Chen, S., Zhuo, L., Zhao, L., Jia, G 
ジャーナル Journal of nanoscience and nanotechnology 21(9) pp.4586-4595 2021 

タイトル Effect of Short-Term Exposure to Titanium Dioxide Nanoparticles on Intestinal 
Absorption of Glucose by Ex Vivo Everted Rat Gut Sac Model. 

要約 

食品添加物としての二酸化チタンナノ粒子（TiO₂ NPs）は、様々な食品関連製品、

特に高糖度食品に広くみられる。そのため、食事で TiO₂ NPs を毎日摂取すると、

小腸が TiO₂ NPs に曝露され、栄養素の吸収など生理機能に影響を与える可能性が

ある。TiO₂は糖の取り込みを増加させることで深刻な健康被害を引き起こす可能

性が推測される。この可能性を探るため、健康な若い雄の SD ラットの小腸から

調製した反転腸管モデルを用いて、小腸からのブドウ糖の輸送について調べた。

また、腸管内腔を TiO₂ NPs に 2 時間曝露した後、TiO₂ NPs の移行と小腸の形態変

化を観察した結果、TiO₂ NPs は腸細胞に入ることができるが、腸上皮をほとんど

通らないことが明らかになった。また、腸管上皮の微細構造とグルコーストラン

スポーターの発現に変化は見られず、グルコースの腸管吸収と代謝に明らかな影

響はなかった。これらの結果は、TiO₂ NPs への短期間の曝露は、グルコースの腸

管吸収にほとんど影響を与えないことを示唆している。TiO₂ NPs の食事摂取によ

る栄養吸収への慢性的な影響に、より注目する必要がある。 
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文献番号 A31 分類 反復経口投与、腸管バリア機
能への影響 

著者 Zhang, Y., Duan, S., Liu, Y., Wang, Y. 
ジャーナル Particle and fibre toxicology 18(1) pp.8 2021 

タイトル The combined effect of food additive titanium dioxide and lipopolysaccharide on mouse 
intestinal barrier function after chronic exposure of titanium dioxide-contained feedstuffs. 

要約 

食品用二酸化チタン（TiO2）の微粒子の 44%までがナノスケールであるが、腸管

バリアへの影響や他の物質との複合影響についてはまだ十分に理解されていな

い。本研究では、2 種類の酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs と TiO2 MPs）が腸管バ

リア機能に及ぼす影響を調べ、TiO2 NPs と Lipopolysaccharide（LPS）の腸管バリ

アへの複合影響を明らかにすることを目的とした。雄性 ICR マウスを無作為に 18

群（3 飼料種類、3 曝露期間、2LPS 投与量）に分け、通常飼料または TiO2 混合飼

料（1%（質量分率、w/w）TiO2 NPs または TiO2 MPs 含有）を 1、3、6 ヶ月間与

えた後に、LPS の 0 または 10 mg/（kg 体重）の単回経口投与を実施した。その 4

時間後に、TiO2 の輸送量、腸管バリア機能、炎症反応を評価した。TiO2 は、1 ヶ

月および 3 ヶ月の曝露で、腸絨毛の高さ/陰窩の深さの比率を顕著に増加させ、1

ヶ月の曝露で回腸タイトジャンクションタンパク質（ZO-1 およびオクルディン）

の発現量を増加させた。6 ヶ月の曝露後、TiO2 NPs は摂餌量の減少をもたらし、

TiO2 MPs は小腸に余分の微絨毛をもたらし、血球中の Ti 含有量を上昇させた。

腸管透過性は、両方の TiO2 曝露群においても変化がみられなかった。LPS 投与後、

両方の曝露群（TiO2 + LPS）で腸絨毛の高さ/陰窩の深さの比率の変化、腸管透過

性（DAO）の低下、回腸 ZO-1 の発現上昇が観察された。LPS 処理群では血清 TNF-α

値が高くなった以外は、回腸および血清サイトカインに有意な変化は見られなか

った。TiO2 NPs と LPS の間には拮抗作用が認められたが、TiO2 MPs と LPS の間

には複雑な相互作用が存在することが明らかとなった。食品添加物 TiO2 の長期摂

取は、腸管バリア機能に影響を与えることなく、腸管上皮の構造を変化させる可

能性がある。また、TiO2と LPS の共添加は、顕著な炎症反応を引き起こすことな

く、腸管バリア機能を向上させ、TiO2 NPs と LPS の間には拮抗作用が存在するこ

とが示された。また、二酸化チタンと LPS の拮抗作用も確認された。観察された

すべてのマイナーな影響は、TiO2 が飼料とともに摂取される穏やかな曝露方法に

関連している可能性がある。 
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文献番号 A32 分類 反復経口投与、腸内細菌叢へ
の影響 

著者 Zhao, Y., Liu, S., Tang, Y., You, T., Xu, H. 
ジャーナル Journal of agricultural and food chemistry 69(34) pp.9788-9799 2021 

タイトル 
Lactobacillus rhamnosus GG Ameliorated Long-Term Exposure to TiO2 Nanoparticles 
Induced Microbiota-Mediated Liver and Colon Inflammation and Fructose-Caused 
Metabolic Abnormality in Metabolism Syndrome Mice. 

要約 

菓子類には大量の二酸化チタンナノ粒子（TiO2 NPs）が存在し、ダイエットによ

るメタボリックシンドローム（MetS）発症の高リスク因子とされている。本研究

では、高果糖摂取－MetS 誘発マウスモデルを構築し、20 mg/kg TiO2 NPs を 8 週間

経口摂取させた。肝臓と大腸に顕著な病理学的変化と過剰産生された炎症因子が

検出された。16S rDNA 配列解析の結果、TiO2 NPs は MetS マウスの腸内細菌叢の

多様性、組成、KEGG パスウェイを明らかに、さらに擾乱することが示された。

糞便微生物叢移植試験では、TiO2 NPs によって変化した腸内細菌叢が肝臓と結腸

の炎症障害を促進することが確認された。さらに重要なことに、Lactobacillus 

rhamnosus GG（LGG）の経口補給が、TiO2 NPs 誘発炎症だけでなく、フルクトー

スによる代謝異常も改善したことである。LGG は腸内細菌叢を回復させ、炎症関

連細菌（Desulfovibrionaceae, Clostridia, Proteobacteria）の量を減少させ、その結果、

TiO2 NPs による重度の炎症障害から保護した。本研究は、慢性疾患患者に対する

食品由来ナノ粒子の毒性評価の必要性と、プロバイオティクスの予防および治療

としての有用性の可能性を示唆するものである。 

 



添付資料 2_文献の要約 

31 
 

 

文献番号 A33 分類 反復経口投与、腸内細菌叢遺
伝子発現 

著者 Zhu, X., Zhao, L., Wang, Y., Hu, X., Zhu, Y., Yang, X. 
ジャーナル Journal of hazardous materials 436 pp.129179 2022 

タイトル Dietary titanium dioxide particles (E171) promote diet-induced atherosclerosis through 
reprogramming gut microbiota-mediated choline metabolism in APOE-/- mice. 

要約 

食品用二酸化チタン（E171）は、動脈硬化（AS）の発症に関連するいくつかの腸

内代謝産物の変化を誘発することが報告されている。しかし、E171 の慢性的な食

事摂取が動脈硬化の発症に及ぼす影響、特に高コリン西洋食（HCD）の AS 傾向

のある集団における影響については、ほとんど知られていない。本研究では、E171

が APOE-/-マウスの腸内細菌叢の構造を変化させ、トリメチルアミン（TMA）お

よび動脈硬化促進物質であるトリメチルアミン-N-オキシド（TMAO）の生成を増

加させることにより HCD 誘発性 AS を明らかに悪化させることを明らかにした。

E171 を毎日 40 mg/kg、4 ヶ月間経口投与したところ、特に HCD 群で動脈硬化性

病変面積が有意に増加した。メカニズムの研究から、E171 は、食事性コリンをグ

リシルラジカル反応により TMA に変換するコリン TMA リアーゼ（CutC/D）の腸

内細菌発現を増加させることにより、TMAO 産生を大幅に増加させることが明ら

かとなった。16S rDNA 配列解析の結果、HCD を与えたマウスでは CutC/D を発現

する細菌株が E171 によって濃縮されていることが確認された。対照的に、腸内

微生物叢の枯渇は、コリン/TMA/TMAO 経路と AS 進行に対する E171 の影響を排

除し、腸内細菌叢の変化が HCD 誘発性 AS に対する E171 摂取の悪化効果の原因

であることが示された。これらの結果は、AS の進行に対する E171 の驚くべき役

割を強調し、食品添加物が慢性疾患の発症に与える影響を再評価することの重要

性を示している。 

 



添付資料 2_文献の要約 

32 
 

 
文献番号 A34 分類 消化酵素とのコロナ形成 
著者 Zhang, T., Zhu, G., Lu, B., Qian, Z. and Peng, Q. 
ジャーナル Medicinal Research Reviews 41(3) pp.1835-1850 2021 

タイトル Protein corona formed in the gastrointestinal tract and its impacts on oral delivery of 
nanoparticles. 

要約 

ナノ粒子（NPs）とタンパク質の相互作用および生体液中でのタンパク質コロナ

の形成は、薬物デリバリーにとって大きな関心と重要性を持っている。過去 10 年

間、血液中のコロナ形成と、NPs の in vitro および in vivo 動態に及ぼす影響に

ついて、十分な調査およびレビューが行われてきた。近年、経口投与された NPs

と消化酵素が消化管内で起こすナノ-タンパク質相互作用が注目されている。GIT

で形成される酵素コロナは、NPs の特性、消化管通過性、および経口吸収性に大

きな影響を与える可能性がある。経口投与は最も好ましい投与経路であるため、

GIT におけるコロナ形成とその経口投与 NPs への影響を包括的に理解することは

非常に重要である。本稿では、NPs と消化酵素の相互作用に関する最新の情報を

まとめ、消化酵素コロナを結腸へのデリバリーに使用する可能性について興味深

い議論を開始することを目的とする。 
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