
Thank you, Chairperson. I would also like to thank everyone from WPMN, OECD 
for giving me this opportunity to discuss our results at such an important 
meeting.

We were engaged in ' R&D of Nanoparticle Characterization and Risk Evaluation' 
Research Project which was financed by NEDO for five years and completed it at 
the end of FY2010. Today, I would like to discuss briefly the objectives and results 
of the projectof the project.
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Today I have seven topics as shown on this slide.
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As an Introduction, I would like to tell you what I presented about nanomaterial’s
safety at Chemical Committee, OECD before this meeting.

3



First time is the  meeting in June, 2005 in Paris
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Second time is this meeting in December, 2005, In Washington DC.
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In this meeting, I presented the Roadmap for Risk Evaluation Research of Nanomaterials 
for five to six years.

In these two meeting, I stressed the importance of characterization of test materials and 
also the importance of risk evaluation and risk management study, but not merely 
hazard evaluation study.
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Immediately after the Workshop at Washington DC, the Nedo Project launched. 
The objective of this R&D is “
Evaluating Risks Associated with Manufactured Nanomaterials”

Fund is approximately US$ 2 million.I was charged with its project leader. Today, I 
will tell you achievements of this project.
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Let me go to the second topics, Our Research Strategy
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I repeated in many occasions that it is important to measure the size and shape 
of test nanomaterials. Furthermore, I added two points to be noted regarding 
nanomaterial characterization as shown in this slide, when I began this project.
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Using the this slide, let me explain the first point. The left circle is a primary 
particle of 50nm diameter. The middle is an agglomerate of the primary 
particles., and if it exists as it is, it is called a secondary particle.

The right one is primary particle of micron size. Considering the BET specific 
surface area, which is a very important character , its value of the primary 
particle and agglomerated secondary particle are almost same. However, BET for 
the micron particle is much smaller than thosethe micron particle is much smaller than those.

Regarding the deposition rate which is also important , the values of the  
agglomerated particles (middle) and of micron particles(right)  are almost same.. 
But, that of the primary nanoparticles (left) is much greater than those. This is 
why I say, we must identify and characterize the primary and secondary particles , 
respectively.



So, We have come up with our policy to conduct toxicity testing using test 
samples whose secondary particles are nanoscale.  
The reason are three written on the slide. The biggest one is, otherwise we will 
not be able to answer the question from the general public.

About this, I will explain more using the next slide.

To carry out this objective we developed three technical methods listed TheTo carry out this objective, we developed three  technical methods listed. The 
most difficult task is to prepare the dispersed nanoscale test particles.
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Next , I have paid an attention to the reason why people think nano is  
dangerous. And I noticed that general public and the specialists have different 
opinions as shown on the slide.

Their opinion looks different, However, there is one thing in common between 
the two which is indicated here. The common thing is that nano may or must be 
toxic if the secondary particle is nanoscale.

Is this assumption true or not?  I think that will be the key for solving the 
questions regarding the nanoscale toxicity or nanomaterial toxicity. Especially 
from the viewpoint of risk communication.
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Let me go on to talk about the Overview Picture of the project. This represents 
the interrelationship between the four subjects. 

Exposure assessment and toxicity assessment. And based on them, there is risk 
assessment, and risk management. 
I think this is a familiar diagram. As was mentioned earlier, preparation and the 
measurement is included. This is unique to nanomaterial research project. This is 
where we had greatest focuswhere we had greatest focus.   

These are expected out puts. And this time, we come up with an assessment 
document of three nanomaterial groups (Fullerene, CNTs and TiO2) and other 
manuals and proposal.
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I summarized the Key Points of the Project. I already talked about Number 
1 , Number 2 and Number 3.

Here, as in Number 4, we aspired to grasp the whole picture of a material 
group rather than focusing on one particular material.  
And, lastly, we developed a method which can become the risk 
assessment model for new materials.

14



Let me then go on to talk about how we have carried out the toxicity assessment. 
Approach to Toxicity Assessment.
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This is a process that we have employed. Firstly, we  focused on the impact of the 
inhalation exposure pathways. Let me stress the fifth point.
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Now in order to achieve this specifically, we have adopted the three innovative 
experimentation and analysis methods. 
First of all, we conducted the IT test………

Secondly, we conducted 4‐week inhalation exposure test and obtained the 
NOAEL and based on that we extrapolated 13‐week sub‐chronic NOAEL. We 
chose 4‐week inhalation test, because of time, fund and experimental instrument 
shortage and technical difficultyshortage and technical difficulty.

For extrapolating a 13‐week NOAEL, the IT test to examine the appropriateness 
of the exposure duration extrapolation was conducted and UF of 2 was 
introduced. 

We introduced ……

Let me give you the details of test methods using the following some slides.
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This is a basic design of the pulmonary toxicity test. The upper chart is 
Intratracheal Instillation, and the lower chart is Inhalation Exposure test.

It is characteristic of our method that the observation period is long up to two 
years in the IT test. 4‐week inhalation exposure is basic for this project. 
SWCNT(A) is a representative of single‐wall carbonnaotube.
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This is a brief diagnosis results for the two test runs in which it was judged that 
no adverse effects are seen. We choose the persistent inflammation by 
histopathological diagnosis as an endpoint of the toxicity evaluation and the 
histopathological diagnosis is double‐checked by the external experts.
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This is a result of inhalation exposure test on SWCNT(A) with two dosages, 0.03 
and 0.13 mg/m3. SWCNT(A) is a representative of single‐walled carbon nanotube.

As shown in the slide, no inflammation score in the two dosages. We were not 
able to conduct the inhalation exposure test with higher than 0.13 doses due to 
technical difficulty and limited experimental capacity;

Therefore we supposed temporarily the dose of 0 13 to be no adverse effectTherefore,  we supposed temporarily the dose of 0.13 to be no‐adverse‐effect‐
level. And we conducted the IT tests to make up our weakpoint, which we cannot 
conduct IH test with higher than 0.13 dose.
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That is,  we conducted IT tests with varying dose. 

This shows the results of IT tests on SWCNT(A) with varying dose. Vertical Axis is 
Inflammation Score. As shown in this slide, the whole picture drastically changes 
according to the dose.
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Organizing the IT and IH test results in terms of CNT lung burden, this chart is 
obtained. Upper scale indicates the concentration level of the chamber in IH test, 
and the lower scale is the CNT lung burden.

We estimated the SWCNT(A) lung burden after 13‐week exposure, supposing that 
inhalation exposure test should be conducted for 13‐week. In the case of 0.03 
mg/m3, estimated body burden is 0.04 mg/kg bw. And at higher dose, 0.18.

Furthermore, the lung burden in IT tests was plotted. In IT test, the amount 
administered is amount of lung burden.
In these area non‐adverse‐effect, whereas in those area adverse effects exist.

Comparing the lung burden of IH with that of IT, we concluded the temporal 
NOAEL of 0.13 to be final NOAEL for IH test. This is our experimental method.
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This is the timeline of the tests of representative materials. These are the 
representative of each group.

Red is the inhalation test and green is the intratracheal instillation test.  Initially, 
we  tested nickel oxide as the positive control and next year, fullerene, and then 
multi‐walled CNT(N), single‐walled CNT(A), and then single‐walled CNT(N) long 
fibers.  

Those are the materials for which we conducted inhalation test over the 5‐year 
period.
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Let me talk about the conclusive results of pulmonary toxicity of three 
representative materials. I will explain the details later. I am just going to give you 
the results.

We first had a 4‐week test to derive a NOAEL for persistent inflammation  
endpoint and then we extrapolated to a 13‐week NOAEL.  We conducted Four‐
week testing of multi‐walled, single‐walled and fullerene.  

A little bit different method was applied between CNT and fullerene. For titanium 
dioxide, we did not inhalation exposure test as a part of a NEDO project, but we 
determined NOAEL for titanium oxide based on the results from Professor 
Bermudez et al.  

Based on the NOAEL we extrapolated OEL.Then, we have extrapolated to derivet
the human occupational exposure limit.
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Let me move to the next topics. The subject is what is the critical factors in 
human health risks.

We determined rat NOAEL and OEL for three materials. However, those values 
are obtained for the representative one, for instance MWCNT(N) or SWCNT(A) .  

What happens with other multi‐walled CNTs or how about other single‐walled 
CNT materials? I think you would have these questions in your minds Now inCNT materials?  I think you would have these questions in your minds.  Now, in 
order to answer these questions, we have employed biaxial approach.
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This chart explains Biaxial approach; We will conduct various testing for 
representative material, for instance, MWCNT(N). Therefore, we will have an 
animal NOAEL.  

After that, we would estimate the human OEL. These results are plotted on the 
horizontal line.  Now in the same MWCNT group, there are different materials, 
and for them, we measure the relative inflammation reaction size or scale, using 
simple tests and we obtained the ratio These results are plotted on the verticalsimple tests and we obtained the ratio. These results are plotted on the vertical 
axis. Then, we’ll again extrapolate and try to come up with a general picture.  

We call this concept biaxial approach.

In reality, what are the simple tests that we have conducted?  We have used 
intratracheal instillation tests.
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In this case, 1 month later after the instillation, we had this BALF, the lavage fluid 
was used and looked at the increased rate of the neutrophils.  

Neutrophil is something that you know leukocytes are almost equivalent to 
neutrophils.
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As a result of that you saw this, SWCNT(A) is representative of SWCNT..  Then, the 
inhalation test was conducted,.

Then, the increased ratio of neutrophil was 269, a different single‐walled one was 
120 and double‐walled nanotube 58 and 39 double wall.  If the representative 
one is set at 1, then the ratio would be 0.45 and 0.22 and 0.14 respectively.  

If you use the representative material as the standard for OEL then you can seeIf you use the representative material as the standard for OEL, then you can see 
the numbers, 0.45, 0.22, 0.14, are small enough therefore, the OEL thus 
determined safe enough also for others.. 
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We have done similar comparisons in the different types of multi‐walled 
nanotubes.
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This table is summary of the relative inflammatory response for single‐, double‐
and multi‐walled carbon nanotube. 

Thus, we can grasp the whole picture of inflammatory response due to CNT, 
based on which we can know the position of a CNT in terms of toxicity.
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As we were undertaking that effort, we actually found out something that was 
really remarkable.
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This is it.

The horizontal axis is the BET‐specific surface area.  The vertical axis is the BALF 
neutrophil increase rate. This is the relative indicator of inflammatory response.  
We can find that inflammatory response indicator is strongly related to the BET 
specific surface area.  

They are not in linear relationship but still there are some overlaps here (TheThey are not in linear relationship, but still there are some overlaps here.  (The 
BET‐specific surface area is where you have nitrogen gas, all the surface areas 
where the gas can come inside. ) 
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This chart is from Peigney’s paper. Vertical axis means BET specific surface area 
and horizontal one is CNT tube diameter. This chart indicates us that BET specific 
surface area is determined by the nature of CNT primary particle and the most 
outer wall is important in inflammatory response.  

The BET specific surface area is very high for single‐walled carbonnanotube. The 
greater the number of walls, the BET  decreases.

Peigny’s chart is obtained by theoretical consideration, However, it fits to the real 
CNT. 
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These slide illustrates our sample. 
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This is SEM image of Nanocyl 7000 particles collected from the test atmosphere  
chamber after dust generation.

Scanning electron microscopy images of particles collected from the test 
atmosphere after dust generation, showing the wool-like clumps of agglomerated 
MWCNT with ‘‘hairy’’ surface at high magnification.
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This is SEM image of disperse be test particles collected before the exposure 
chamber (lower and right panel).

36



These are the length distribution of MWCNT(N) suspended in the aqueous 
solution and the right panel is their TEM image. This suspended solution was 
used for IT test and raw material to generate aerosol in inhalation exposure 
chamber. 
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These are the distribution of the length and tube diameter of independent 
MWCNT(N) in aerosol particles.

As you know from these illustrations, the status of test particles of Baytube and 
Nanocyl is very different from ours. Like I said a little while ago, our test particles 
are almost mono‐dispersed and the tube diameter of MWCNT is nanoscale.
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I made up this table by extracting the critical figures. Tube diameter BET surface 
area and NOAEL. It is interesting to see the relationship between NOAEL and BET 
specific surface area. The greater the BET surface area, the smaller the NOAEL. 

If NOAEL is multiplied by BET, the product is 13.1,21.7 and 13.8, these are very 
close each other. If we remove the uncertainty factor, the three product values 
are completely identical.
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So far we have been talking about inflammability, but let’s look at carcinogenicity.
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For this topic, PSLT or Poorly Soluble Low Toxicity particles are involved.  Titanium 
oxide is representative of this group. It might cause toxicity or cancer by 
persistent retention.  

Also, there is another cancer problem coming from the fiber form.  How should 
we deal with that?

Regarding this issue we implemented the subjects written in this slide Today IRegarding this issue, we implemented the subjects written in this slide. Today, I 
will talk about the subjects written in red.
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Generally speaking, it may be accepted by almost all experts that.

Let’s begin from the PSLT carcinogenicity mechanism.
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Let me move to the problem regarding the cancer due to long fiber.

We implemented the intratracheal instillation test using long fibers and not so 
long fibers and compared them.
These are TEM image of MWCNT(N)in suspension. The left panel is conventional, 
whereas the right panel is longer fibers. 
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Next is fiber length distribution.  The conventional ones are less than 10 microns 
or so.  The longer one can go up to 20 microns.  This is in numbers.

We did IT test using two fiber and compared them. We obtained the results up to 
one year after administration. There is no difference between the two for now.
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Next is the problem of CNT and Mesothelioma. In Japan, the public has a strong 
concern over the cancer problem, especially; they say strongly that CNT might be 
like asbestos and it might be as dangerous as asbestos. 

However, I think recently it really boils down to two points: one is the notion that 
when CNT reached the mesothelium, it would have a high potential to cause 
mesothelioma as asbestos. 

The second notation stated by Donaldson et al.  which is stating long, straight, 
needle‐like fibers remain in the pleura and generate tumors, but tangled or short 
fibers will be cleared. Still, we believe that the points at issue are very much 
boiled down to or narrowed down to these two points.

From this situation, the information of size and shape of airborne CNT is 
important.
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This is the TEM Image of airborne CNT particle from dustability Test.

A simulated process involving falling, collisions as well as aerosolization by the 
stream of air.
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In this context, Dr. Ogura’s investigation is very useful and interesting. He 
investigated the size and shape of airborne CNT particles at workplace and in the 
dustability test apparatus.
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This is a result of exposure level of worker and Hazard Ratio for health risk , 
which was obtained by processing the published  and our monitored data. If you 
look at the Site 3, the respirable dust concentration is shown here.  

Some of it is estimate, and 80 is the OEL value that we use for the multi‐walled 
CNT, and the hazard quotient A/B is 0.19 to 1.8.  

Generally you say that if it is over 1 there is risk but this is not the actual factoryGenerally, you say that if it is over 1, there is risk, but this is not the actual factory 
site because they actually opened up the equipment to see how much release 
there is.  It does not mean that that site is really dangerous.  This is how risk 
assessment can be done.
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This table shows the data of Site 3.

In this table, the particle was classified by particle size and the hazard ratio was 
calculated. If we take the assumption that the toxicity of the CNT is not so 
different by particle size , then the risk is caused by particles larger than 1 micron, 
1 to 4 microns, those are the particles that you really have to control well; that is 
what this is indicating.
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How did we get this particle concentration estimation by size?  This is the curve 
that we assumed.
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This is our proposal regarding OEL as indicated earlier. For multiwalled carbon 
nanotube, OEL is 0.08, and for a single wall, it’s 0.03.  let us look at the BET‐
specific surface area for the multi‐walled CNT, it is 69.  

That is related to the fact that the tube diameter is 44 nanometers.  

Of course, the size of the primary particle will determine or the diameter will 
determine the specific surface area Thinking this there is one problem with thisdetermine the specific surface area. Thinking this, there is one problem with this. 
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The carbon nanotubes that are to be manufactured will be much thinner.  

In other words, this 44 nanometer diameter is too thin.  This will be not 
conservative and should we use such a non‐
conservative figure was the question that we’ve had.
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We revised our proposal as this. These are the values proposed by other 
institutions.

Furthermore, we examined the meaning of OEL and defined it more clearly.
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This is a final result.
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Using the biaxial approach, we can select the representative one among the group  
materials.  
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