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研究要旨： 
ナノ銀（AgNP）の毒性については、げっ歯類を用いた経口投与による単回及び 90 日間反復投与毒

性試験等において、肝臓や腎臓に軽度の変化が示されているものの、AgNP のサイズによる毒性の違
いに関連する情報は少なく、十分な評価は行われていない。また、免疫毒性についての報告は限ら
れている。一方、AgNP は、食品・食品容器包装用途として経口曝露されるのみならず、消臭・殺菌
剤として化粧品にも含まれており、皮膚からも曝露される。AgNP の経皮経口複合曝露による、免疫
毒性の有無について検討する評価方法を確立するため、各サイズの AgNP（直径 10 nm、60 nm 及び
100 nm）の卵白アルブミン（OVA）との混合物の 1）経皮曝露後、抗原である OVA を腹腔内投与（ア
ジュバントの陽性対照として Alum を使用)、2）経皮曝露後、OVA を強制経口内投与（アジュバント
の陽性対照としてコレラトキシン（CT）を使用)、3）OVA との混合物あるいは AgNP 単独の腹腔内
投与（アジュバントの陽性対照として Alum を使用)を行い、AgNP のアジュバント活性の有無を調べ
る実験を実施した。その結果、実験 1）及び 2)共に、いずれの OVA 処置群でも、感作 4週後のマウ
ス血清中の OVA 特異的な血中 IgG1 及び IgE が溶媒対照群（Vehicle)群と比較して有意に増加又は
増加傾向を示したが、投与群間の差は認められなかった。抗原再暴露による経皮感作脾臓細胞にお
けるサイトカイン IL-2、IL-4、IL-5 及び IFN-γ分泌について、群間に有意な変化は見られなかっ
た。貼付部位近傍の左腋窩リンパ節の濾胞の数においては、Vehicle 群と比較して全投与群で増加
または増加傾向が認められた。実験 1）について、Vehicle 群と比較して OVA 群、OVA+60 nm AgNP
群及び OVA+100 nm AgNP 群では惹起 30 分後の体温の有意な低下及び血中ヒスタミン濃度並びにア
ナフィラキシースコアの有意な高値が認められたが、投与群間に有意な変化は見られなかった。皮
膚病変のスコアリングを行った結果、Vehicle 群と比較していずれの群においても有意な増加が認
められなかった。実験 2）について、直腸内体温の変化において、惹起 30 分後、Vehicle 群と比較
して OVA 群で低下傾向があったものの、いずれの群においても、有意な低下は見られなかった。惹
起30分後の血中ヒスタミン濃度測定及び惹起後30分間のアナフィラキシー症状のスコアリング結
果、群間に有意な変化は見られなかった。皮膚病変のスコアリングを行った結果、Vehicle 群と比
較して OVA+100 nm AgNP 群で有意な増加が認められた。また、実験３）については、OVA の有無に
かかわらず 10 nm AgNP を腹腔内投与した動物で 10 匹中 9 匹の死亡例及び 1 匹の瀕死例が認めら
れた。それらの動物では、腸間膜の肉芽腫及び褐色並びに黒色色素の沈着、胸腺の細胞死、胸腺周
囲リンパ節の褐色並びに黒色色素の沈着及び濾胞細胞死増加、腸間膜リンパ節の出血及び細胞死、
肝臓のうっ血、肝細胞の空胞化、変性及び細胞死及びクッパー細胞の暗褐色色素沈着、脾臓のうっ
血、白脾髄における細胞死が認められた。被験物質による肝細胞障害が死亡原因と関連している可
能性が考えられるが、詳細は不明である。60 nm 及び 100nm AgNP 投与群でも腸間膜の肉芽腫の増
加、腸間膜及び胸腺周囲リンパ節における褐色並びに黒色色素の沈着が認められ、OVA + 60 nm AgNP 
群では脾臓の絶対及び相対重量が溶媒対照群（Vehicle）群に比べ有意に増加した。マウス血清中
の OVA 特異的抗体について、血中 IgG1 及び IgE は OVA 群と比較して OVA + Alum 群で有意に増加
していたが、AgNP 投与による有意な変化は認めず、IgG2a は OVA 群と比較して OVA + AgNP 群で
有意な増加がみられた。OVA 再暴露による感作脾臓細胞におけるサイトカイン分泌を調べたが、IL-4
及び IL-5 については、群間に有意な変化は見られなかったが、IL-2 及び IFN-γについては、
Vehicle 群に比べ OVA 投与各群で有意な増加又は増加傾向が認められた。 
以上の結果から、OVA+AgNP の経皮曝露後、OVA を腹腔内または強制経口投与する本モデルにおい

ては、AgNP の明らかなアジュバント活性は認められなかった。今後、皮膚感作性試験の陽性対照物
質や貼付する OVA 抗原の濃度などさらなる検討が必要であると考えられた。また、10 nm AgNP を腹
腔内投与した全動物で死亡及び瀕死例が認められた。特定の大きさの被験物質でのみ見られた現象
であり、類似した大きさのナノ銀の静脈投与によっては毒性の報告がないことから、機序について
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詳細に検討する必要があると考えられた。また、60 nm 及び 100nm AgNP については、IgG2a 増加
を示すことから、細胞免疫への影響の可能性が示唆された。 
さらに、ナノマテリアルの食品関連分野を中心とした曝露状況に関する国際動向を調査すること

目的として、26 年度は、ナノマテリアルに関する規制が比較的進んでいる欧州における、食品分野
への適用実態を検討した。まず、ナノ関連に関する欧州の規制動向については、2011 年にナノマテ
リアルの定義が確定して以降、各国でナノマテリアルに対する登録制度が普及しつつあるが、一般
の化学物質の登録システムを中心としたもので、食品及び飼料、食品接触材、医療器具、化粧品、
農薬、及び廃棄物などは適用除外となっている。一方、新規食品規制においては、ナノマテリアル
に限らず、新規の物質を含む食品は規制の対象となるものの、既存のナノマテリアルを含む可能性
のある物質を含む食品は対象外である。現時点では新規のナノマテリアルとしての登録は認められ
ていない。しかし、研究開発に関する文献調査等の結果からは、ヨーロッパと世界の食品および飼
料メーカーにおける潜在的なナノマテリアル需要が存在することが示された。食品及び飼料等に関
する文献調査等では、重要な潜在的需要の可能性があるナノマテリアルとして、二酸化ケイ素/シ
リカ、二酸化チタン、顔料およびナノキャリアシステムが挙げられ、食品包装関係では、カーボン
ブラック、二酸化ケイ素、窒化チタン、複合ナノマテリアルなどがあげられる。これらの物質の評
価手法がある程度定まれば、新規のナノマテリルの適用も増加していくものと考えられた。 
キーワード：ナノ銀、経皮感作性、アジュバント効果、マウスモデル 
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評価部 研究員 
研究協力者：最上 知子  
国立医薬品食品衛生研究所 生化学部  
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A．研究目的 
ナノマテリアルには、様々の材質が考案され

ており、その工業的利用の振興が期待されてい
る。ナノマテリアルの中でも、カーボンブラッ
クや酸化チタン、酸化銀、カーボンナノチュー
ブなどは、製品や環境経由の曝露による、ヒト
の健康への影響が懸念されており、複数の検討
がなされている。一方、ナノテクノロジーは食
品・食品容器分野における積極的な利用も期待

されており、これまでの研究でナノ銀や酸化チ
タンの食品関連分野における使用実態を調査
した結果、ナノ銀については容器・包装用途に
おける抗菌目的の使用が、二酸化チタンについ
ては容器・包装に遮光性や抗菌性を付与する目
的の使用が確認できた。 
ナノ銀（AgNP）の毒性については、げっ歯類

を用いた経口投与による単回及び 90 日間反復
投与毒性試験等において、肝臓や腎臓に軽度の
変化が示されているものの、十分な評価は行わ
れていない（Bergin IL et. al., Int J Biomed 
Nanosci Nanotechnol. 2013;3. doi: 
10.1504/IJBNN.2013.054515.）。また、免疫毒
性についての報告は限られている（Shin S-H et 
al., Clinical and Experimental 
Otorhinolaryngology. 2012;4 (222-227)）。
AgNP のサイズによる毒性の違いについて、細胞
を用いた検討では可能性が指摘されているが
（Park MVDZ et. al., Biomaterials. 2011;32 
(9810–9817)）、動物を用いた検討での報告はな
い。 
AgNP は、食品・食品容器包装用途として経口

曝露されるのみならず、消臭・殺菌剤として化
粧品にも含まれており、皮膚からも曝露される。
金属はアレルギーの原因となりうるが、一般に、
銀やチタンのアレルゲンとしての性質は低い
とされている。しかし、経口曝露では免疫寛容
が成立する物質でも、ナノマテリアルとして経
皮的に繰り返し曝露された後に、経口曝露され
ることにより、アレルギー反応が惹起される可
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能性や、他のアレルゲン曝露に対してアジュバ
ント効果を示す可能性の検討は十分ではない。 
最近、ある特定の小麦タンパク質加水分解物

（グルパール 19S）を含有する洗顔石鹸（茶の
しずく石鹸：医薬部外品）の使用により重篤な
小麦アレルギーを発症する事例が多数報告さ
れ、非常に大きな問題となっている。我々は、
当所生化学部との共同研究で、即時型アレルギ
ー誘発経皮感作モデル実験系を用いると、小麦
タンパク質加水分解物の経皮感作性、及び種々
の要因が経皮感作性に与える影響について解
析ができ、被験物質をマウス皮膚曝露後に腹腔
内投与によって惹起させると、所属リンパ節の
腫大を伴うアレルギー反応を示す事を病理組
織学的に見いだしてきた。 
本研究では、AgNP の経皮経口複合曝露による、

免疫毒性の有無について検討する評価方法を
確立するため、雌性 BALB/c 系マウスを用いて、
各サイズのAgNP（直径10 nm、60 nm及び100 nm）
の卵白アルブミン（OVA）との混合物の 1）経皮
曝露後、抗原である OVA を腹腔内投与、2）経
皮曝露後、OVA を強制経口投与、3）OVA との混
合物あるいは AgNP 単独の腹腔内投与し、AgNP
アジュバント活性の有無を調べる実験を実施
した。 
 
Ｂ．研究方法 
in vivo 研究 
実験 1） 
AgNP の経皮感作、腹腔内投与惹起による免疫

毒性に関して、アジュバント効果及び AgNP の
サイズによる影響についても合わせて検討す
るため、OVA を Alum 又は各サイズの AgNP（直
径 10 nm、60 nm 及び 100 nm）を混合して処置
する群を設定し、感作及び惹起に関する比較を
行った。 
動物実験は Adachi ら (Allergy. 2012;67 

(1392-1399)) の方法に準じて実施した。 
AgNP は nanoComposix 社の銀ナノ粒子（直径

10 nm（AGCB10）、60 nm（AGCB60）及び 100 nm
（AGCB100）、濃度 1 mg/ml）を用いることと
した。抗原懸濁液は OVA（SIGMA A5503）及び 
Alum（LSL LG-6000）又は AgNP を各々 0.1、0.25
及び 0.049 mg/50 µL /マウスとなるよう 2 mM
クエン酸緩衝液（pH 7.4-7.6）に加えて投与す
る前に調製した。 
動物は、7週齢の雌性 BALB/c マウスを日本エ

スエルシーより購入し、MF 飼料を給餌した。1
群の匹数は 5匹とし、各群は以下の通りに構成

した、① Vehicle 群、② OVA 群、③ OVA + Alum
群、④ OVA + 10 nm AgNP、⑤ OVA + 60 nm AgNP、
⑥ OVA + 100 nm AgNP。8 週齢時に背面片側を
剃毛し(Day 0)、翌日より 3日間被験物質懸濁
液を剃毛部に貼付して経皮感作を行った(Day 
1-3)。抗原懸濁液の貼付には、パッチテスター
「トリイ」(鳥居薬品株式会社)を 2 cm 角に切
り取ったものを用い、パッド部に 50 µLの抗原
懸濁液を浸潤させ剃毛部に貼付した。パッチの
上からサージカルテープを巻いてパッチを保
護し、さらにマウスの首にエリザベスカラーを
装着してパッチの剥脱を防いだ。3日間の感作
後にパッチを外し(Day 4)、その後 4日間休ま
せるという操作を 1 クールとし、4クールの感
作後、血中の OVA 抗原特異的 IgE、IgG1 及び 
IgG2a 抗体を ELISA 法で測定した。アレルギー
反応の惹起は Day 25 に、感作抗原 1 mg を腹腔
内投与して行った。腹腔内投与後 30 分間のマ
ウスの直腸内体温変化及びアナフィラキシー
症状を観察し、症状については基準に従ってス
コアリングした。また、惹起 30 分後に麻酔下
で全血を採取し、血漿中ヒスタミンの濃度を、
Histamine EIA Kit (SPI-BIO)にて測定した。
解剖時に採取した脾臓細胞は再懸濁後、OVA(最
終濃度 10 µg/ml)を添加、37ºC 24 時間、又は
72 時間培養し、培地中のサイトカイン IL-4、
IL-5、IL-2 及び IFN-γの濃度を、BD OptEIA 
ELISA Sets を用いて測定した。 
更に、全身状態観察、体重、腋窩および腸間

膜リンパ節重量の測定を行った。病理組織学的
検査は、脾臓、曝露皮膚局所、各所のリンパ節
について実施し、リンパ組織については、リン
パ球の増殖状態や表面抗体による細胞種の変
化を検討した。 
 
実験 2） 
経口投与による惹起は腹腔内投与による惹

起よりも弱いと考えられたため、実験 2の実験
デザインから、OVA の曝露量を 0.1 から 0.3 mg
に、アジュバントの陽性対照である Alum（0.25 
mg）をコレラトキシン（CT, LIST BIOLOGICAL 
LABORATORIES, INC. #101C、0.4 µg） に変更
して実施した。また、Day 25 に、OVA の感作抗
原の投与経路は腹腔内投与(1 mg)から強制経口
投与(5 mg)に変更して実験 1と同様に実施した。 
 
実験 3) 
被験物質懸濁液は OVA（SIGMA A5503）及び 

Alum（LSL LG-6000）又は AgNP を各々 0.02、2
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及び 0.2 mg/300 µl/マウスとなるよう 2 mM ク
エン酸緩衝液（pH 7.4-7.6）に加えて投与する
前に調製した。  
動物は、6週齢の雌性 BALB/c マウスを日本

エスエルシーより購入し、MF 飼料(オリエンタ
ル酵母工業株式会社）を給餌した。1群の匹数
は 5 匹とし、各群は以下の通りに構成した、① 
溶媒対照群（Vehicle）群、② OVA 群、③ OVA + 
Alum 群、④ OVA + 10 nm AgNP、⑤ OVA + 60 nm 
AgNP、⑥ OVA + 100 nm AgNP、⑦ 10 nm AgNP、
⑧ 60 nm AgNP、⑨ 100 nm AgNP。7 週齢（Day 0）
及び 10 週齢時（Day 14）に 2 回抗原懸濁液を
腹腔内投与（300 µl/マウス）し、Day 15 に解
剖した。  
全身状態観察、体重、肝臓、腎臓及び脾臓重

量の測定を行った。肝臓、腎臓、脾臓、リンパ
節、胃、小腸、大腸、胸腺、心臓、肺及び膵臓
についてはホルマリン固定後、パラフィン包埋
切片、HE 標本を作製し、病理組織学的検討を行
った。リンパ組織については、リンパ球の増殖
状態や表面抗体による細胞種の変化を検討し
た。 
全血を採取し、OVA 抗原特異的 IgE、IgG1 及

び IgG2a 抗体を ELISA 法で測定した。解剖時
に採取した脾臓細胞は再懸濁後、OVA 抗原（最
終濃度 10 µg/ml）を添加、37ºC 24 時間、又は 
72 時間培養し、培地中のサイトカイン IL-4、
IL-5、IL-2 及び IFN-γの濃度を、BD OptEIA 
ELISA Sets を用いて測定した。 
 
調査研究 
ナノマテリアルに関する規制が比較的進んで

いる欧州において、食品分野への適用実態を検
討した。まず、ナノ関連に関する欧州の規制動
向を概況した。さらに 2014 年からナノ製品の
登録制度を開始したデンマークにおけるナノ
製品の実態状況を調査した報告を中心に、食品
関連製品に関する情報を整理した。 
 
統計解析 
データは Microsoft Excel により集計し、エ

クセル統計 2012 for Windows ソフトウェアを
用いて、各群の分散比を Bartlett の方法で検
定し、等分散の場合は一元配置の分散分析を行
い、群間に有意差が認められた場合の多重比較
は、Dunnet 法により有意差検定を行った。不等
分散の場合は Kruskal-Wallis の方法により検
定を行い、群間に有意差が認められた場合の多
重比較は、Steel 法により多重検定を行い、

p<0.05を有意とした。なお、図中には * p<0.05、 
** p<0.01 で有意差の程度を記した。 
 
（倫理面への配慮） 
投与実験は熟練者による腹腔内並びに強制

経口投与が主体であり，動物の苦痛を最小限に
留めた。また，動物はすべてイソフルランの吸
入麻酔下で大動脈からの脱血により屠殺し，動
物に与える苦痛は最小限に留めた。また，動物
実験、飼育および管理に当たっては、｢国立医
薬品食品衛生研究所動物実験に関する指針｣に
従い、動物の愛護に十分配慮して行った。 
 

Ｃ．研究結果 
in vivo 研究 
実験 1） 
技術的なトラブルにより OVA+60 nm AgNP 群

及び OVA+100 nm AgNP 群の各 1匹が 1週及び 2
週目に死亡した。AgNP を浸潤させたパッチの皮
膚貼付終了後、一部の動物の皮膚に灰色の着色
が認められたが、1日以上は持続しなかった。
処置開始2週まではサージカルテープやエリザ
ベスカラーの装着によって体重増加抑制が認
められたが、3週目からは回復し、群間の差は
見られなかった。感作 4週後のマウス血清中の
OVA 特異的抗体について、いずれの OVA 処置群
でも、血中の OVA 特異的な IgG1 及び IgE が
Vehicle 群と比較して有意に増加又は増加傾向
を示したが、群間の差は認められなかった。直
腸内体温の変化において、惹起30分後、Vehicle
群と比較して OVA 群、OVA+100 nm AgNP 群及び
OVA+60 nm AgNP 群では各々平均 3.3、3.2 及び
2.7 度と、統計学的に有意な体温の大きな低下
が認められた。また、OVA+10 nm AgNP 群及び
OVA+Alum群では各1.7及び1.2度低下していた。
体温が有意に低下した OVA 群及び何れの
OVA+AgNP 群では惹起 30 分後の血中ヒスタミン
濃度が統計学的に有意に増大していた。
OVA+Alum 群でも増加傾向はあるものの、有意な
増加は見られなかった。惹起後 30 分間、アナ
フィラキシー症状をスコアリングした結果、
OVA 群、OVA+100 nm AgNP 群及び OVA+60 nm AgNP
群では全匹3.0以上と統計学的有意な高いスコ
アであった。また OVA+Alum 群及び OVA+10 nm 
AgNP 群でも平均 2.2及び 2.8 と Vehicle の 1.0
に比べ高いスコアであった。抗原再暴露による
経皮感作脾臓細胞におけるサイトカイン分泌
を調べたが、IL-2、IL-4、IL-5 及び IFN-γに
おいて、群間に有意な変化は見られなかった。 
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皮膚病変のスコアリングを行った結果、
Vehicle 群と比較していずれの群においても有
意な増加が認められず、貼付部位近傍の左腋窩
リンパ節の重量及び細胞増殖マーカーである 
Ki67 陽性を示す濾胞の数においては、Vehicle
群と比較して全OVA処置群で増加または増加傾
向が認められた。 
 
実験 2） 
実験中の体重及び解剖時の絶対及び相対脾

臓重量に群間の差は見られなかった。感作 4週
後のマウス血清中の OVA 特異的抗体について、
いずれの OVA 処置群でも、血中の OVA 特異的
IgG1及びIgEがVehicle群と比較して有意に増
加していたが、群間の差は認められなかった。
直腸内体温の変化において、惹起 30 分後、
Vehicle 群と比較して OVA 群で低下傾向があっ
たものの、いずれの群においても、有意な低下
は見られなかった。惹起 30 分後の血中ヒスタ
ミン濃度測定及び惹起後 30 分間のアナフィラ
キシー症状のスコアリング結果、群間に有意な
変化は見られなかった。 
抗原再暴露による経皮感作脾臓細胞におけ

るサイトカイン分泌を調べたが、IL-2、IL-4、
IL-5 及び IFN-γにおいて、群間に有意な変化
は見られなかった。 
皮膚病変のスコアリングを行った結果、

Vehicle 群と比較して OVA+100 nm AgNP 群で有
意な増加が認められ、貼付部位近傍の左腋窩リ
ンパ節の濾胞の数においては、Vehicle 群と比
較して全投与群で増加または増加傾向が認め
られた。 
 
実験 3） 
OVA + 60 nm AgNP 群の 1 匹のデータは投与

ミスによりすべての結果より削除した。 
OVA の有無にかかわらず 10 nm AgNP を腹腔

内投与した動物で Day 0 の投与 1 日後に 10
匹中 9 匹の死亡例が認められた。また、瀕死例
の 1 匹は Day 14 の投与 9 時間後までに活動
低下、痙攣及び異常呼吸が認められ、切迫屠殺
を行った。60 又は 100 nm AgNP を投与したい
ずれの動物でも同様の症状は認められなかっ
た。 
実験期間を通して体重における群間の有意

な変化は認められなかった。臓器重量において、
OVA + 60 nm AgNP 群では脾臓の絶対及び相対
重量が Vehicle 群に比べ有意に増加し、OVA 群
に比べ脾臓の絶対重量の増加が認められた。 

死亡及び瀕死例の肉眼病変としては、肝臓の
斑な暗赤色変色及び腹腔内黒色粒子状物質が
散在性に認められた。病理組織学的解析を行っ
たところ、腸間膜の肉芽腫（瀕死例のみ確認、
死亡例からは広範な腸間膜のサンプリングが
できず確認できなかった）及び褐色並びに黒色
色素の沈着、胸腺の細胞死、胸腺周囲リンパ節
の褐色並びに黒色色素の沈着及び濾胞細胞死
増加、腸間膜リンパ節の出血及び細胞死、肝臓
のうっ血、肝細胞の空胞化、変性及び細胞死及
びクッパー細胞の暗褐色色素沈着、脾臓のうっ
血、白脾髄における細胞死が認められた。 
 Day 15 の解剖時において、OVA の有無にかか
わらず 60 nm 及び 100 nm AgNP 投与群でも肉
眼的に腹腔内黒色粒子状物質が散在性に認め
られた。病理組織学的には、腸間膜の肉芽腫、
腸間膜及び胸腺周囲リンパ節における褐色並
びに黒色色素の沈着が認められた。腸間膜で認
められた炎症細胞集簇巣の数は Vehicle 及び 
OVA 群と比較して OVA + Alum 又は OVA + AgNP
群で有意に増加していた。また、60 nm 及び 100 
nm AgNP 投与群でも有意な増加又は増加傾向が
認められた。OVA + Alum 群で認められる炎症細
胞集簇巣には結晶物が認められた。しかし、何
れの 60 nm 及び 100 nm AgNP 投与群において
も 10 nm の死亡例、瀕死例に見られた肝臓、脾
臓及び胸腺の AgNP による変化は認められなか
った 。腸間膜リンパ節における細胞増殖マー
カーである Ki67 陽性を示す濾胞の数は OVA、
Alum及び AgNPの投与による群間の明らかな変
化は認められなかった。 
Day 15 のマウス血清中の OVA 特異的抗体に

ついての検討結果、IgE、IgG1 及び IgG2a は 
Vehicle 群と比較して IgE の OVA 群を除くす
べての OVA 群及び  OVA + AgNP 群で有意に増
加していた。また、IgE 及び IgG1 は OVA 群と
比較して OVA + Alum 群では有意に増加してい
たが、OVA + AgNP 群では有意な変化は認められ
なかった。一方、IgG2aは OVA群と比較して OVA 
+ Alum 群で増加傾向が、OVA + AgNP 群では有
意な増加が認められた。 
抗原再暴露による感作脾臓細胞におけるサ

イトカイン分泌についての検討結果、IL-4 はす
べてのデータが検出限界以下だった。IL-5 にお
いては、群間に有意な変化は見られなかった。
IL-2及び IFN-γにおいて、Vehicle群に比べ、
いずれの OVA 処置群でも有意な増加又は増加
傾向が認められたが、OVA 群と比較して OVA + 
Alum 群及び OVA + AgNP 群では有意な変化は認
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められなかった。 
 
調査研究 

＜最近の欧州の規制動向＞ 
 欧州では欧州委員会によって他地域に比べ
て早期からナノマテリアルによる健康、環境影
響への懸念が高く、2011 年には、EC としての
ナノマテリアルの定義の設定（2011/696/EU）
に加えて、EFSA など様々な評価行政関連の機関
から評価ガイダンスが公表されている。こうし
た状況の中、2012 年にフランスは、将来のナノ
登録を見据えつつ、ナノ物質に関する情報政府
への情報提出を義務的とした（この登録制度は
ナノ物質だけを対象とし、それらを含む消費者
製品はカバーしていない）。登録データは毎年、
フランス食品安全・環境・労働機関（ANSES）
に提出され、ナノ物質の特性や用途に加え、企
業秘密に関する情報も含む。これに続いて、ベ
ルギーとデンマークも義務的なナノ物質報告
制度の開始を表明した。ベルギーも、ナノ物質
及びそれを含む混合物物質を対象としたもの
であるが、デンマークの登録制度は、ナノ物質
だけでなく、むしろ製品に焦点を当ている。
2014年6月の開始からの１年間分の登録につい
ては、機密情報は公開されないが、その年次報
告書は 2015 年 8月末に報告されることとなっ
ている。しかし、これらの登録には、食品及び
飼料、食品接触材、医療器具、化粧品、農薬、
及び廃棄物などは適用除外となっている。 
 欧州における食品や飼料分野におけるナノ
テクノロジーの潜在的な使用は、EC の規則 
(178/2002 and 133/2008) または特定の承認プ
ロセス (EC 1333/2008, Nanotechnology 2008) 
および規制 (258/97EC) によって、新規食品に
対して規制されている。規則 (1333/2008 EC) 
は、特に既に食品添加物のナノ形態で開発され
ていた場合、それは新たな添加剤と考えられ、
事前に販売承認を必要とする。全ての既存の食
品添加物は、現在、欧州食品安全機関 (EFSA) 
で、特に粒子サイズ分布が問題となり再評価さ
れている。幾つかの評価はすでに終了しており、
それらの再評価は、2015 年 12 月 31 日までに完
了する予定となっている。 
 欧州の食品包装中のナノマテリアルは、規則 
(EC, 1935/2004) によって食品と接触する材料
および製品に合理的に接触しなくてはならな
いと定められている。現在、ナノサイズの範囲
の一次粒子（合成非晶質二酸化ケイ素 3、窒化
チタン 4およびカーボンブラック 5）のみの 3

つの材料は、欧州市場で食品と接触するプラス
チック材料と容器に対して使用することを認
可されている (Commission (a) 2012)。窒化チ
タンのナノ粒子および食品接触材料プラスチ
ック包装のためのコーティングされたナノ二
酸化ケイ素（100 nm 未満）の安全性評価は、そ
れぞれ 2012 年および 2007 年に EFSA によって
公開されている (EFSA 2007; EFSA 2012)。 
 
＜デンマークにおける食品および飼料中のナ
ノマテリアルの使用状況＞ 
 潜在的にナノスケールサイズの分布を有す
る食品添加物が食品に使用され、デンマークの
市場で販売されていることを示す報告書に対
するデンマークの食品業界へのインタビュー
の結果、多く物質は、業界がナノマテリアルと
は見なしていない。そして、重量ベースの粒度
分布を用いたものとしても定義されていない。
ところが、これらの物質は、2011/696/EU によ
る個数基準の粒径配布状況を適用すると、ナノ
マテリアルと分類される可能性がある。さらに、
いずれのインタビュー回答者は、食品成分およ
び添加物のサイズ分布に関する正確な情報を
与えることができなかった。企業は、製品を使
用するまたは販売する場合、これら物質のナノ
サイズの関連特徴の機能を示さなくてはなら
ないが、この資料の提出は、無かった。つまり、
どの企業も、ナノマテリアルを含む食品を市場
へ販売のための登録申請をデンマーク獣医食
品庁に提出していない。 
 ナノマテリアル（2011/696/ EU）の定義は、
EU 委員会が勧告しており、それに従えば、既存
の成分および添加剤を含む広範囲の食品でナ
ノマテリアルを含むものとして特徴付けるこ
とができる。しかし、この規制は、「1997 年 5
月 15 日以前から現在までにある程度にヒトへ
消費（摂取）がされていない食品および食品成
分」（新規食品および新規食品組成、規制 (EC) 
258/97）にのみ適用するので、既存のナノマテ
リアル含む食品は対象とならない。従って、対
象となるナノマテリアルが改訂新規食品規制
による新規食品として表示および定義されな
い限りは、デンマークに新規食品添加用ナノマ
テリアルの殆どは存在しないことになる。 
 そこで、この調査の目的のためのナノマテリ
アルの特定の定義は、ナノマテリアル
（2011/696/ EU）の定義にしたがっており、既
存添加物除外した食品との関連した定義と異
なっている。調査結果の概要を表 1 に示す。 
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 一方、畜産用飼料産業界に対するインタビュ
ーでも、製品がこの調査で定められるナノマテ
リアルを含むと思っておらず、ほとんどの場合、
供給材料または添加剤の粒子サイズのデータ
・資料を持っていないことが示された。 
 殆どの飼料は、0.25～1 mm の幅のサイズの粉
末またはいくつかの栄養素からフレーク飼料
を製造し、ペレットまたは圧ぺん化したもので
あり、最小サイズは、マイクロスケールである。
畜産用飼料は、プレミックスを作製し飼料に混
合するが、そのプレミックスは、多くのビタミ
ンおよびミネラルとキャリア（シリカまたはカ
ルシウム）の混合物でナノスケールである可能
性もある。職場で安全衛生上の規制を遵守する
ために（粉塵を避けるため）、粉末は、ナノス
ケールよりはるかに大きい粒子であるが、おそ
らくキャリア中の混合物は、ナノスケールの一
次粒子の塊または凝集物質である可能性もあ
る。同様に魚用飼料の材料の一般的な最適粒子
サイズは 0.5～1.75 mm とされ、ナノスケール
よりはるかに大きい。特に、魚用飼料用ビタミ
ンおよびミネラルのサイズは、500 μm または
350 μm より小さい粒子が 95%になるように決
められているが、それでもナノスケールよりも
かなり大きい粒子が使用されている。 

デンマークにおけるナノマテリアルとして
家畜用飼料の材料または添加物のスクリーニ
ング段階で使用可能なナノマテリアル、飼料製
品および用途などを表 2に示した。インタビュ
ーで注目すべきことは、この調査で定義されて
いるナノマテリアル成分を食品に使用するこ
とを期待していない。また、粒子サイズのデー
タは不明である。表に記載されている全ての材
料は、5～7年前に導入されたキレート物質を除
いて、何十年もデンマークの飼料業界で使用さ
れてきたものである。 

 

 
 
＜デンマークにおける食品接触材料中のナ

ノマテリアルの使用状況＞ 
プラスチック容器、フィルムおよび紙の包装

を含む食品包装に対するデンマークの生産業
者へのインタビューでは、食品接触材料中のナ
ノマテリアルの使用が明らかにされなかった。
この調査では、ナノマテリアル（例えばナノク
レイ/ナノ粘土）の将来性も対象としているが、
商業的に実用化されていていない。幾つかの意
見の中には、ナノマテリアルがラベリングや包
装のために使用される顔料、接着剤、ポリマー
および紙に含まれている可能性に言及した。し
かし、これら顔料、接着剤、ポリマーおよび紙
に混入されるナノマテリアルのタイプは、特定
することが出来なかった。顔料業界へのインタ
ビューでは、オフセット印刷のために現在利用
可能な顔料の多く（最大 100）は、ナノスケー
ルの範囲近くに設定されており、EU 勧告 (EC 
2011/696/EU) によってナノマテリアルとして
定義されるかもしれないとしている。つまり、
最近の生産者による REACH の報告では、Lithol 
Rubine (PR57:1), Permanent Maroon Medium (PR 
15) および Toluidine Maroon (PR 13) がナノ
スケールを含んだ顔料の事例として報告され
ている。 

台所家電や家電製品を生産する二つの大き
な国際的な企業からの回答では、環境システム
およびヒトに対する健康へのナノマテリアル
の毒性についての懸念が増大しているという
結果に基づき、欧州市場からのナノ銀を含む製
品を回収したというものであった。これらの現
象は、ヒトへの影響に関する論文を裏付け、こ
れによって台所家電へのナノマテリアルの使
用が減少していることを示唆している。回答者
は、自社製品のいずれも、業界の定義に従って
ナノ物質を含んでいないと主張している。しか

表 1. デンマークの食品産業におけるナノマテリアルとして扱われている材料 

ナノ材料 製品 効用 含有量 

シリコン化合物（例：二酸化

ケイ素）およびケイ酸塩 

広範囲使用（例：食品お

よび野菜の缶詰） 

固結防止、清浄、消

泡、香りのキャリ

ア（媒体）および増

粘剤 

該当なし 

炭酸カルシウム 広範囲に使用 
カラー、安定剤お

よび固結防止 
該当なし 

自然着色剤/顔料（例：アント

シアニン、ビート（飼料用大

根）、コチニール（色素）、ク

ロロフィルおよびカロテノ

イド） 

広範囲に使用（ジュー

ス、ビール、ワイン、肉、

乳製品および菓子） 

色素 不定 

二酸化チタン 

製菓（例：ガム、ビスケ

ットおよびチョコレー

ト） 

表面のコーキング

および色素 

約 0.01 ～

μg/mg 

 

表 2. デンマークの畜産用飼料産業界で分類されているナノマテリアルの概要 

金属材料 製品 用途・機能 食品中含有量 

ケイ素化合物およびケイ酸塩 

圧ぺんフレーク飼料および

ペレットを含む一般家畜用

飼料；プレミックス（飼料

添加剤の混合物） 

キ ャ リ ア

用 
約 1% (w/w) 

炭酸カルシウムおよびリン酸

カルシウム 

一般家畜用飼料；水産用飼

料 

栄 養 素 お

よ び キ ャ

リア 

約 1 ～ 4% 

(w/w) 

金属塩および酸化物（酸化鉄

および微量元素：銅、亜鉛、マ

ンガンおよびコバルト） 

一般家畜用飼料；水産用飼

料 
栄養素 << 1% (w/w) 

微量元素のアミノ酸キレート 一般家畜用飼料 
栄 養 添 加

物 
<< 1% (w/w) 

着色剤/顔料（例：カロテンお

よびアスタキサンチン） 

採卵鶏を含む一般家畜用飼

料；水産用飼料 
色素 << 1% (w/w) 
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し、例えば EC2011/696/ EU に従って定義する
と、カーボンブラックおよび二酸化チタンのよ
うな顔料は、プラスチック部品および台所用品
のコーティングおよびラッカーに使用されて
いる可能性が高い。 
 
＜食品および飼料中、および食品接触材中のナ
ノマテリアルに関する文献調査＞ 
 最近まで、食品および飼料産業用ナノマテリ
アルとナノテクノロジーに関する文献は、非常
に限られていたが、2010 年以降、既存および新
規物質に対して幾つかの調査や評価が報告さ
れている。 
二酸化ケイ素/シリカ (E551) およびケイ酸

塩は、多くのバリエーションを持って食品添加
物および飼料（委員会 (b) 2012）に使用され
ている。これらは、食品および飼料により小さ
な粒子が、大きなコロイドに強く凝集 (ELC 
2009) する可能性があるナノマテリアルにつ
いて考慮するべきかどうかを議論されている。
アモルファス二酸化ケイ素は、分離剤、補助剤、
増粘・濃化剤および酸化防止剤として、調味料
やカフェクリーマーなどの粉末状の食品で使
用されてきた。粉末状の食品中のシリカ濃度は，
0.05～0.6%で、ナノマテリアルとして 5～19 
(W)%含有である(Dekkers, Krystek et al., 
2011)。ナノサイズのシリカの含有量は、この
研究から不明である。しかし、使用したシリカ
は、50%以上がナノ粒子の幅に入ることから、
ナノマテリアルと定義できことから、これをナ
ノマテリアルとして定義している。これらの知
見から、Dekker と共同研究者は、124 mg が（ナ
ノシリカ高濃度含有食品を摂取した場合の一
日当たりの摂取量）ナノシリカの一日平均摂取
量と推定した。さらに、コロイド状シリカは、
ワインおよびフルーツジュースの清澄剤とし
て使用され、焼成シリカは、コーヒーや紅茶の
消泡剤として使用される（委員会 (b) の 2012）。
欧州食品安全機関 (EFSA) は、二酸化ケイ素の
再評価を 2016 年までに遅くとも完了しなけれ
ばならないと述べている。 
 二酸化チタン (E171) は、顔料などの一般的
な添加剤である。それは、より小さな粒子がよ
り大きなコロイド (2009 ELC) に強く凝集する
ことがあるので、食品添加の場合、ナノマテリ
アルと考えられるべきであるかどうか、議論さ
れている。いくつかの製品中の二酸化チタンの
濃度は、0.0005%および 0.04%の間で変動してい
る。更に、食品グレードの二酸化チタンの平均

サイズは 110 nm であることと、粒子の 36%は、
100 nm未満であることが確認された。シリカは、
50%以上がナノ粒子の幅に入ることから、ナノ
マテリアルと定義できる。二酸化チタンが添加
されている食品は、乳製品、キャンディー、ガ
ム、焼き菓子、調味料および飲料 (Weir, 
Westerhoff et al. 2012) などである。Weir ら
は、食品グレードの二酸化チタンの一日平均摂
取量を推定した。その結果、米国の 10 歳以下
の子供は、1～2 mg/kg 体重でその他のグループ
では、おおよそ 0.2～0.7 mg/kg 体重と報告し
ている。 
 炭酸カルシウム (E170) は、飲料、乳製品、
菓子類、穀物およびファインベーカリー製品を
含む幅の広い硬化剤および栄養素、抗ケーキン
グ剤、酸性度調節剤、色素および代用塩として
使用されている。食品グレードの炭酸カルシウ
ムの典型的な平均粒径は、5 μmで 100 nm 未満
が 1%未満のものは、ナノマテリアルとは定義で
きないことを業界で云われている。飼料中の炭
酸カルシウムは、飼料原料および技術的添加剤
として使用されている。 
 鉄、カルシウム、銀およびこれら酸化物は、
健康補助食品として販売されているが、食品添
加物として認可されていないため、本報告書で
は、食用に記載されていない。飼料添加物の金
属酸化物および金属塩は、栄養添加剤としての
微量元素である。飼料添加物は、マイクロメー
トルサイズの範囲が一般的であることから、こ
れらは、ナノマテリアルと呼ばれていない。 
 カーボンブラック (E153)（植物起源）は、
種々の食品の着色剤として使用され、特に砂糖
菓子および甘いお菓子類に用いられている 
(Miranda-Bermudez, Belai et al. 2011)。2012
年に、欧州食品安全機関 (EFSA 2012) は、市
場で植物性カーボン製品中のナノ粒子の存在
をナノマテリアルから除外されると述べた。 
 ビタミン類（非水溶性）、酸化防止剤、調味
料および脂肪また色素効果として天然色添加
物（例えばカロチノイド）は、食品、補助食品
および飼料（例えば酪農、菓子類、肉製品、飲
料および魚用飼料）に添加されている。非水溶
性の化合物は、非常に小さくてもよく、これら、
ナノサイズの範囲に入ることが殆どない。食品
着色添加剤の専門家は、ナノサイズの範囲に向
かって着色添加物の粒子サイズを微細化させ、
産業の発展に寄与したと述べている。天然色素
添加剤は、合成着色添加剤の代替となる。天然
色素添加剤、風味剤および油の使用は、しばし
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ば、水に分散可能にするためキャリアシステム
を用いて分散させる。それは、ナノ化処置また
はナノカプセル化によって均一に分散 (ELC 
2009; Chaudhry, Watkins et al. 2010) させ
る。炭水化物（例えばデンプン）、ゼラチン、
β-シクロデキストリンおよびアルギン酸カル
シウムは、ナノキャリアの典型な例であり、数
多くの企業が製造し、製品を販売 (Möller, 
Eberle et al. 2009) している。乳化された非
水溶性化合物は、もしかするとナノ範囲にある。
しかしながら、キャリア（搬送）システムの場
合は、サイズが大きくてもよい (Möller, 
Eberle et al. 2009)。 

食品包装用ナノマテリアルおよびナノテク
ノロジーの応用は、食品接触材料や食品非接触
材料の両方に該当し、急速に商用化になりつつ
ある (Chaudhry and Castle 2011)。二酸化チ
タンおよびクレイ粒子のような単純な無機分
子がパッケージに使用されているのに対し、食
品中のカーボンナノチューブのような複雑な
無機ナノ粒子の直接的な使用は、現在はないよ
うである (Nanotechnology 2008)。食品接触材
料の機能は、顔料、包装機能の改善、活性包装
材料とインテリジェント食品包装、抗菌作用お
よび台所用品の自己洗浄のカテゴリーに分類
することができる。 

顔料：食品接触材料のカーボンブラックおよ
び二酸化チタンを含む有機および無機顔料は、
一般的に食品包装材料のプラスチック、板紙、
缶の接着および密閉剤の発色剤として使用さ
れている (Environment Canada 2011)。 

 
包装器材の改善： 複合ナノマテリアルは、

プラスチック母体にナノ物質を低レベル (2～
5%) 含有し、従来の食品包装材料に勝る幾つか
の利点を示す。例えば、その利点は、機械的特
性の改善、気体と液体の浸透性の減少および軽
量化と難燃性の向上などである。複合ナノマテ
リアルは、主に瓶やフィルムの特性を改善し、
場合によっては、他の材料のコーティングに用
いられる。 

特に、種々の有機クレイは、グローバルナノ
対応の食品および飲料市場の約 70％に興味が
持たれている (Möller, Eberle et al. 2009)。
多くの複合材料は、成功裏にアジアおよび米国
で商品化されている。例えばポリエチレン製
（PET）ボトルの飲料（ジュース、ビールおよ
びソフトドリンク）の炭酸ガスの低減と酸素の
侵入を最小限にする (Nanotechnology 2008; 

Duncan 2011)。クレイの低コスト化のために肉、
チーズおよび穀物などの製品用の様々な食品
包装用途用ナノクレイポリマー複合材料が開
発された。これらナノクレイポリマー複合材料
は、フルーツジュースおよび乳製品用の包装の
押出コーティング用すなわち、炭酸飲料のボト
ル 製 造 の 共 押 し 出 し 法 に 使 用 さ れ る 
(Hatzigrigoriou and Papaspyrides 2011)。 

異なるナノマテリアルは、食品包装の改善た
めに、すなわちバリア性または機能的特性を向
上のために、純粋なポリマーまたは複合ナノマ
テリアルに添加することができる。例えば、材
料の剛性および強度の改善のために窒化チタ
ンがある (Chaudhry and Castle 2011)。二酸
化チタンナノ粒子は、材料の透明性を維持しな
がら UV 光をブロックするためにフィルムに添
加することができ (Chaudhry and Castle 2011) 
また、アクリルナノ粒子は、ポリ乳酸フィルム
を強化するために添加することができると述
べている (Robinson and Morrison 2010)。ま
た、この 2つのナノマテリアルは、上述した品
質改善の目的で市販されている。二酸化ケイ素
は、ナノ粒子の真空蒸着法でフィルム上に蒸着
させ、炭酸飲料やスナック、菓子およびコーヒ
ーの貯蔵期間を延長させるために使用される 
(Silvestre, Duraccio et al. 2011)。 

活性包装材料とインテリジェント食品包装
： 活性物質および材料は、貯蔵期間の延長の
維持または包装食品の状態を劣化させない目
的で添加される。その作用は、包装食品または
食品を取り巻く環境からの物質の吸収または
放出させるためである。具体的には、欧州市場
における活性包装の現状を以下に述べる。活性
包装システムによる製品は、食べることが出来
ないことを消費者に対して明確に識別出来る
ように表示・啓蒙しなくてはならない。そして
新しい活性または高機能物質は、EFSA によって
承認されなければならない。酸化亜鉛、銀、リ
ン酸カルシウムまたは銀ゼオライトのナノ粒
子を含むポリマー複合材料に抗菌剤を加えた
商品は、販売されている (Robinson and 
Morrison 2009)。 

金および二酸化チタンのナノ粒子から製造
されたナノセンサーは、食品包装ラインで食品
の状態の監視システムに利用できる。ヨーロッ
パの幾つかの開発初期段階のナノセンサーは、
製品が受け入れられる可能性が高いか否かを
検索するため市販されている (Robinson and 
Morrison 2010)。 
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抗菌作用および自浄作用を持つ台所用品： 
幾つかの企業は、冷蔵庫、冷凍庫およびコーヒ
ーマシンを製造している。これらの製品は、ナ
ノサイズの銀および二酸化チタンを含み微生
物の増殖を防止し、製品の衛生的な環境を維持
するために、内面および表面にナノマテリアル
が添加されている。同様に、ナノサイズの銀で
コーティングされた抗菌台所用品（例えば刃物
類、平鍋、まな板、食品容器 およびサラダボ
ウル）は、実用化されている (Miller, Lowrey 
et al. 2008)。これらの製品は、デンマークの
市場で確認されていない。しかし、これら製品
は、容易にオンラインで購入することができる。 

過去 10 年、多くのメーカーは、ナノサイズ
銀を使用し、抗菌作用を持つ冷蔵庫、冷凍庫お
よび洗濯機を販売してきたが、これらの製品の
大半は、もはや市場から撤退した。2005 年に一
つの大きな台所家電のメーカーは、抗菌製品の
製品ラインを立ち上げたが、NGO の国民の反発
と圧力によって一時的に市場から撤退した 
(El-Badawy, Feldhake et al. 2010)。 
 

Ｄ．考察 
AgNP の経皮経口複合曝露による、免疫毒性の

有無について検討する評価方法を確立するた
め、各サイズの AgNP（直径 10 nm、60 nm 及び
100 nm）の卵白アルブミン（OVA）との混合物
の 1）経皮曝露後、抗原である OVA を腹腔内投
与、2）経皮曝露後、OVA を強制経口内投与を行
い、AgNP アジュバント活性の有無を調べる実験
を実施した結果、本モデルにおいて、AgNP の投
与による明らかなアジュバント活性は認めら
れなかった。 
OVA の経皮曝露後、OVA を腹腔内投与した動

物において、Vehicle 群と比べ、明らかな OVA
特異的抗体産生増加、直腸内体温の低下、血中
ヒスタミン濃度増加、アナフィラキシースコア
リングの高値及び Ki67 陽性左腋窩リンパ節濾
胞数の増加が認められ、本モデルは皮膚感作後、
腹腔内惹起による影響を調べるモデルとして
適していることが明らかとなった。しかし、OVA
の経皮曝露後、OVA を強制経口投与した動物に
おいて、直腸内体温の軽度の低下がみられたが、
血中ヒスタミン濃度及びアナフィラキシー症
状のスコアリングの明らかな変化は認められ
なかった。以前報告された OVA の経皮曝露後、
強制経口投与による惹起による直腸内体温の
低下は本試験の結果とほぼ同じ程度であった
（Muto T et al., Int. Immunol. 2014; 26 

(539-549)）。OVA の経皮曝露による OVA 特異的
抗体の産生は十分であったことから、明らかな
惹起を誘導するには、OVA の強制経口投与条件
に更なる検討が必要であると考えられた。 
皮膚感作性試験のアジュバント陽性対照を

想定して用いた、Alum 及び CT ともに明らかな
アジュバント効果を示さなかった。未だ皮膚感
作試験における、優れたアジュバント陽性対照
物質は知られていない。Alum は分子量が大きい
ことで表皮を通過し、アジュバント作用を果た
すことが困難と推測される。また、CT は消化管
の粘膜においては、アジュバント作用が示され
ており、経口ワクチンのアジュバントとして期
待されているが（Holmgren J et al., Vaccine. 
1993;11 (1179-1184)）、皮膚感作性試験のアジ
ュバント陽性対照物質として適用するために
は更なる検討が必要である。 
本モデルにおいては、貼付する OVA 抗原の濃

度が高く被験物質のアジュバント活性が見え
にくくなっている可能性があった。両試験の何
れの OVA 処置群においても、血中の OVA 特異的
な IgG1 及び IgE の産生量は極めて多いと考え
られ、この状態では感作を促進する作用につい
ては感度が低くなる可能性がある。被験物質の
アジュバント作用をより高感度に検出するた
め、OVA 抗原の濃度について検討を行う必要が
ある。 
当所生化学部で確立された本モデルは、即時

型アレルギー誘発経皮感作モデル実験系で被
験物質をマウス皮膚曝露後に腹腔内投与によ
って惹起させることができる。近年、大きな話
題になったある特定の小麦タンパク質加水分
解物（グルパール 19S）を含有する洗顔石鹸（茶
のしずく石鹸：医薬部外品）の使用により重篤
な小麦アレルギーを発症する事例が多数報告
された問題で、本モデルを使用し、グルパール
19S による経皮感作性が証明された。このモデ
ルを使った本研究の成果は、ナノ銀の免疫毒性
に対する情報のみならず、今後の食品成分関連
新規物質の免疫毒性評価法の改良に資するデ
ータが得られ、他の食品関連物質や化学物質の
評価に有用な情報になるものと考える。 
 
また、腹腔内投与の試験においては、OVA の

有無にかかわらず 10 nm AgNP を腹腔内投与し
た動物で前例が死亡又は瀕死に陥った。腸間膜
の肉芽腫、腸間膜及び胸腺周囲リンパ節におけ
る褐色並びに黒色色素の沈着は、AgNP のサイズ
に関わらず死亡例(不十分なサンプリングによ
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り肉芽腫は確認できなかった）、瀕死例及び計
画解剖例で共通に認められたが、胸腺の細胞死、
胸腺周囲リンパ節の濾胞細胞死増加、腸間膜リ
ンパ節の出血及び細胞死、肝臓のうっ血、肝細
胞の空胞化、変性及び細胞死、及びクッパー細
胞の暗褐色色素沈着、脾臓のうっ血、白脾髄に
おける細胞死は 10 nm AgNP 投与群の死亡例及
び瀕死例でのみ認められ、60 nm 及び 100 nm 
AgNP 投与群では認められなかったことから、
AgNP のサイズが死をもたらした要因の一つと
考えられる。しかし、同等の大きさのナノ銀の
静脈投与では毒性を誘発したとの報告がない
（Lee Y et. al., Nanotoxicity. 2013;7 
(1120-1130)）。10 nm AgNP 投与群で腸間膜リン
パ節、胸腺及び胸腺周囲リンパ節に著しい病変
が認められたことから、AgNP はリンパ管循環を
介して大きな影響を及ぼした可能性が考えら
れた。リンパ系を除いては肝臓の病変が最も重
篤であったことから、AgNP による肝細胞障害が
死亡原因と関連している可能性が考えられる
が、詳細はまだ不明であり、機序について詳し
く検討する必要がある。 
AgNP の毒性は AgNP の大きさのみならず

（Park MVDZ et. al., Biomaterials. 2011;32 
(9810–9817)）、化学成分、電荷、コーティング、
凝集性及び動物実験での投与経路によって影
響を受ける可能性がある。最近の報告では質量
の単位より表面積や粒子の数といった単位を
使ったほうが AgNP の毒性を比較する際により
正確であると報告されている（Huk et al., 
Particle and Fibre Toxicology. 
2014;11,http://www.particleandfibretoxico
logy.com/content/11/1/65）。本試験で用いら
れた 10、60 及び 100 nm AgNP の表面積及び粒
子の数は各々57.4、9.4、6.5 m2/g 及び 2.4E+14、
9.1E+11、1.7E+11 particle/mL であり、いずれ
についても 10 nm AgNP が他のサイズの AgNP
より著しく大きな値を示している。 
臓器重量において、OVA + 60 nm AgNP 群で

脾臓の絶対及び相対重量が Vehicle 群に比べ
有意に増加した。病理組織学的に群間のあきら
かな変化が見られないことから、偶発的な変化
と考えられたが、更なる詳細な検討が必要と考
えられた。 
マウス血清中の OVA 特異的抗体について、血

中 IgG1、IgE 及び IgG2a の値を検討した。IgG1
及び IgE は Th2 細胞が、IgG2a は Th1 細胞が
産生することが知られている。また、Alum は 
Th2 細胞による液性免疫を促すアジュバントの

陽性対照物質としてよく用いられている。検討
の結果、OVA 群に比べ、OVA + Alum 群では OVA
特異的 IgG1及び IgE抗体価について有意に上
昇し、Alum のアジュバント効果が確認できたが、
OVA + AgNP 群で有意な上昇は認められず、AgNP
による明らかなアジュバント作用は示されな
かった。OVA特異的 IgG2a抗体価についてはOVA
群に比べて OVA + AgNP 群で有意な上昇は認め
られ、下記の通り AgNP による IL-2 及び  IFN-
γの明らかな変化はみられてないものの、AgNP
が Th1 細胞による細胞性免疫に対して影響を
及ぼした可能性がのこり、今後の検討が必要と
考えられた。 
抗原である OVA の再暴露による感作脾臓細

胞におけるサイトカイン IL-4、IL-5、IL-2 及
び IFN-γの分泌を調べた。IL-4 及び IL-5 は 
Th2 細胞が、IL-2 及び IFN-γは Th1 細胞が産
生することが知られている。IL-4 全サンプルが
検出限界以下であり、IL-5 においては群間に有
意な変化は見られなかったことから、Th2 細胞
に対する明らかな影響は証明されなかった。
Alum のアジュバント効果は主に Th2 細胞に及
ぼしていることが知られており、IgG1 の有意な
増加も見られているため、測定の指摘条件の検
討が求められる。 
また、IL-2 については OVA 投与群で有意に増

加しており、OVA による Th1 細胞への影響が示
唆された。 IFN-γについては、有意差はない
ものの OVA 群と比べ、OVA + Alum 群又は OVA + 
AgNP 群で増加傾向がみられ、Alum 及び AgNP の 
Th1 細胞に対する影響については今後の検討が
必要と考えられた。 
 

 調査研究の結果、欧州では、2011 年にナノマ
テリアルの定義が確定してから、各国でナノマ
テリアルに対する（義務的な）登録制度が普及
しつつあり、2012 年最初に導入したフランスを
はじめとして、デンマーク、ベルギーでも登録
制度が開始されていた。しかし、この登録制度
は、化学物質の登録システムである REACH の対
象物質に限定されており、食品及び飼料、食品
接触材、医療器具、化粧品、農薬、及び廃棄物
などは適用除外となっている。一方、新規食品
および新規食品組成、規制 (EC) 258/97）にお
いては、ナノマテリアルに限らず、新規の物質
を含む食品は規制の対象となり、特に食品添加
物のナノ形態で開発されていた場合、それは新
たな添加剤と考えられ、事前に販売承認を必要
となる。しかし、1997 年以前から使われている
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ナノマテリアルを含む可能性のある物質を含
む食品は対象外であり、安全性や曝露に関する
情報は不明なままである。この状況に関しては、
既存物質を対象に EFSA が評価を行っている。
食品包装中のナノマテリアルに関しても既存
物質のいくつかはEFSAにより評価されている。 
 以上のように、一般の化学物質に関しての登
録制道は整いつつあるが、食品関連に関しての
情報は、既存物質を除いて、まだ規制当局に情
報が届けられていない状況である。このことは
欧州における食品関連業界が新規のナノマテ
リアルを用いた商品化に慎重である状況を示
し、さらに抗菌作用を謳ったナノ銀を含む家電
製の回収もあったことからも社会的な需要に
壁があるように思われる。しかし、研究レベル
では文献調査等の結果から、ヨーロッパと世界
の食品および飼料メーカーにおける潜在的な
ナノマテリアル需要が存在することを示して
いる。また、欧州では食品分野におけるナノテ
クノロジーの大型の開発研究プロジェクト
（NanoPack, Good Food project (FP6), Natural 
Antimicrobials for Innovative Safe 
Packaging (FP7)等）も実施されており、将来
的なニーズは決して低くはないと思われる。 
 食品及び飼料等に関する文献調査等では、重
要な潜在的需要の可能性があるナノマテリア
ルとして、二酸化ケイ素/シリカ、二酸化チタ
ン、顔料およびナノキャリアシステムが挙げら
れるが、これらはほとんど添加剤であり、典型
的には、最終的な食品および飼料製品中に少量
（食品では < 0.01～1% (w/w) および飼料では 
1～4% (w/w)）が添加されるというものである。
食品および飼料中のナノマテリアルの使用は、
法律によって規制されているが、現時点では
EFSA 等で行っている既存のナノマテリアルの
評価の動向を注視している状況であるとも考
えられ、評価の方向性が定まれば、新規製品の
申請へと急速に動き出すかも知れない。 
 食品包装関連では、二酸化ケイ素、窒化チタ
ンおよびカーボンブラックは、現在の欧州法に
より食品包装用に認可されている3つのナノマ
テリアルであるが、その他の多くの可能な材料
は、世界の市場で研究開発されている。有機・
無機の顔料は、今のところ適用除外品である。
文献調査による潜在的可能性の製品タイプと
しては、プラスチックフィルムとプラスチック
容器があり、重要な潜在的可能性のナノマテリ
アルとしてはカーボンブラック、二酸化ケイ素、
窒化チタン、複合ナノマテリアル（ナノクレイ、

金属および金属酸化物ナノ粒子；2～5%含有 
(w/w)）が示された。それらの使用目的として
は、顔料に加え、従来の食品包装容器の機械的
向上やバリア特性の改善、抗菌性や食品のモニ
タリング等が挙げられており、現在は、ナノマ
テリアルの食品包装への適用は登録が必要で
はあるが、使用が許可された場合には、その使
用はゆっくりと増加していくと予想される。 
 
Ｅ．結論 
 我々が実施した、OVA+AgNP の経皮曝露後、OVA
を腹腔内または強制経口投与する本モデルに
おいては、AgNP の明らかなアジュバント活性は
認められなかった。今後、皮膚感作性試験の陽
性対照物質や貼付するOVA抗原の濃度などさら
なる検討が必要であると考えられた。また、OVA 
及び様々なサイズのナノ銀を用いた抗原性試
験の結果、腹腔内投与した 60 nm 及び 100 nm 
AgNPは BALB/c マウスに対してTh2細胞を介し
た液性免疫の亢進は示さないが、Th1 細胞を介
した細胞性免疫を亢進させる可能性が示唆さ
れた。一方、OVA の投与にかかわらず 10 nm AgNP
群において、全例死亡又は瀕死が認められたこ
とから、AgNP のサイズによる毒性の現れ方に違
いがある可能性が示され、機序について詳細な
検討が必要であると考えられた。 
 また、ナノマテリアルの食品関連分野を中心とし
た曝露状況に関する国際動向を調査すること目的
として、26 年度は、ナノマテリアルに関する規制が
比較的進んでいる欧州における、食品分野への適
用実態を検討した。まず、ナノ関連に関する欧州
のの規制動向については、2011 年にナノマテリア
ルの定義が確定して以降、各国でナノマテリアル
に対する登録制度が普及しつつあるが、一般の化
学物質の登録システムを中心としたもので、食品
及び飼料、食品接触材、医療器具、化粧品、農薬、
及び廃棄物などは適用除外となっている。一方、
新規食品規制においては、ナノマテリアルに限ら
ず、新規の物質を含む食品は規制の対象となるも
のの、既存のナノマテリアルを含む可能性のある
物質を含む食品は対象外である。現時点では新
規のナノマテリアルとしての登録は認められていな
い。しかし、研究開発に関する文献調査等の結果
からは、ヨーロッパと世界の食品および飼料メーカ
ーにおける潜在的なナノマテリアル需要が存在す
ることが示された。食品及び飼料等に関する文献
調査等では、重要な潜在的需要の可能性がある
ナノマテリアルとして、二酸化ケイ素/シリカ、二酸
化チタン、顔料およびナノキャリアシステムが挙げ
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られ、食品包装関係では、カーボンブラック、二酸
化ケイ素、窒化チタン、複合ナノマテリアルなどが
あげられる。これらの物質の評価手法がある程度
定まれば、新規のナノマテリルの適用も増加してい
くものと考えられた。 
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