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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、経皮あるいは静脈内投与試験では脾臓への影

響が報告されているものの、十分な評価は行われていない。AgNP のサイズによる毒性の違いに関連

する情報はさらに少ない。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の経皮曝露による、免疫毒性の有無について検討するため、実験 1）

において直径 10 nm AgNP（濃度 0.1 µg、1 µg 及び 10 µg）と卵白アルブミン（OVA、2 µg）との

混合物の経皮曝露後、抗原である OVAを腹腔内投与し、AgNP のアジュバント作用の有無を調べる実

験を実施し、実験 2）においては各サイズの AgNP（直径  10 nm、60 nm及び 100 nm、濃度 49 µg）

と OVA（100 µg）との混合物の経皮曝露後、皮膚の抗原提示細胞であるランゲルハンス細胞に及ぼ

す影響を調べた。実験 1)については、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を示したが、投与群

間の差は認められなかった。一方、Vehicle 群と比較して OVA 処置群では惹起 30分後の体温の有意

な低下・低下傾向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増加・増加傾向

が認められた。抗原再曝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、IFN-

γ及び IL-17A 分泌については、AgNP 投与による有意な変化は見られなかった。実験 2）について

は、AgNP曝露による皮膚のランゲルハンス細胞内のバーベック顆粒における明らかな形態学的変化

は認められなかった。以上の結果から、OVA+AgNP の経皮曝露後、OVA を腹腔内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作用は認められなかった。また、AgNP は皮膚のランゲル

ハンス細胞に対して明らかな影響を及ぼさなかった。今後、AgNPの形状やコーティングなどさらな

る検討が必要であると考えられた。 

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 

 

A．研究目的 

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（Bergin IL et. al., Int J Biomed 

Nanosci Nanotechnol. 2013;3. doi: 

10.1504/IJBNN.2013.054515.）、経皮あるいは

静脈内投与試験では脾臓への影響が報告され

ている（Korani M et. al.,Int J Nanomedicine. 

2011;6, 855-862, Schäfer B et.al.,Arch 

Toxicol. 2013;87, 2249-2262）） ものの、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（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。更に、AgNPの経皮曝露濃度による免疫毒性

に及ぼす影響に関する報告も乏しい。 

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
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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た。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、様々な濃度の AgNP 10 nmを卵

白アルブミン（OVA）と混合物にし、経皮曝露

した。その後、抗原である OVAを腹腔内投与し、

AgNPのアジュバント作用の有無を調べる実験

を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 

実験 1） 

動物実験は Adachi ら (Allergy. 2012;67 

(1392-1399)) の方法に準じて実施した。 

卵白アルブミン（OVA）と AgNPの経皮感作後、

OVA の腹腔内投与惹起による免疫毒性に関して、

AgNPのアジュバント効果及び AgNP の濃度によ

る影響についても合わせて検討するため、OVA

をアジュバントの陽性対照であるコレラトキ

シン（CT）又は直径 10 nm AgNP（濃度 10 µg、

1 µg 及び 0.1 µg）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。 

AgNP は nanoComposix 社の銀ナノ粒子（直径

10 nm（AGCB10）、濃度 1 mg/ml）を用いるこ

ととした。抗原懸濁液は OVA及び CTを各々 2

及び 1 µg/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。AgNP は濃度が 10 µg、1 µg 及び

0.1 µg）/50 µL /マウスとなるように調整した。 

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 + CT

群、④ OVA + AgNP 10 nm 0.1 µg、⑤ OVA + AgNP 

10 nm 1 µg、⑥ OVA + AgNP 10 nm 10 µg (Figure 

1)。 

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。パッチの上からマウス用ジャケ

ットを巻いてパッチを保護し、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。OVA の腹腔内投

与 30分間後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 (Figure 6) 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、

IFN-γ及び IL-17A の濃度を、ELISA フローサ

イトメトリー法を用いて測定した。 

更に、全身状態観察、体重、脾臓重量、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を検討し

た。 

 

実験 2） 

平成 26 年度の動物実験から得られた皮膚標

本を用いて皮膚の抗原提示細胞であるランゲ

ルハンス細胞の形態学的変化を電子顕微鏡を

用いて検討した。 

動物実験は実験 1と同様に実施した。 

各群は以下の通りに構成した、① Vehicle

群、② OVA (100 µg) 群、③ OVA + AgNP 10 nm 

(49 µg) 群、④ OVA + AgNP 60 nm 群、⑤ OVA 

+ AgNP 100 nm 群。 
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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、Dunnet 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 *又は# 

p<0.05、 **又は## 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 

実験 1） 

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。実験期間中の

体重及び解剖時の脾臓相対重量は群間に明ら

かな差は認められなかった (Figure 2)。感作 4

週後のマウスにおいて、いずれの OVA処置群で

も、血中の OVA特異的な IgG1、IgE及び IgG2a

が Vehicle群と比較して有意に増加を示し、

OVA+CT 群の IgG1、IgE及び IgG2aが OVA群と比

較して有意に増加を示したが、AgNP 投与による

影響は認められなかった (Figure 3)。直腸内

体温の変化については、惹起 10分、20分及び

30分後、Vehicle群と比較して全 OVA群、OVA+CT

群及び全ての OVA+AgNP群で統計学的に有意な

体温の低下又は低下傾向が認められた(Figure 

4)。30分後に OVA 群、OVA + CT 群、OVA + AgNP 

10 nm 0.1 µg 群、OVA + AgNP 10 nm 1 µg 群及

び OVA + AgNP 10 nm 10 µg 群では各々平均 3.1、

3.2、2.5、1.3及び 2.3 度の体温低下が認めら

れた。体温が有意に低下した OVA群、OVA + CT 

群及び全ての OVA + AgNP 群においては惹起 30

分後の血中ヒスタミン濃度が統計学的に有意

に上昇していた (Figure 4)。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 + CT及び何れの OVA+AgNP 群

でも平均 2.4～3.0と統計学的有意な高いスコ

ア又は高い傾向のスコアであった (Figure 4)。

抗原再曝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結果、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。IL-4においては、OVA + AgNP 10 nm 0.1 µg

群及び OVA + AgNP 10 nm 1 µg 群で、IL-2に

おいては、OVA + CT 群、OVA + AgNP 10 nm 0.1 

µg 群及び OVA + AgNP 10 nm 1 µg 群で、IL-17A

においては、Vehicle群と比べ有意な増加が認

められたが、殆どのデータが検量線下限以下で

あった(Figure 5)。OVA + CT群で Vehicle 群及

び OVA 群と比べても有意な増加が認められた

(Figure 5)。 

皮膚病変のスコアリングを行った結果、

OVA+CT群でVehicle群と比較して有意な増加が

認められた (Figure 6、Table 1)。貼付部位近

傍の左腋窩リンパ節の重量については 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。一方、細胞増殖マーカ

ーである Ki67陽性を示す濾胞の割合 (Ki67陽

性 2次濾胞の数/濾胞の数 x 100 (%))について

は、Vehicle 群と比較して全 OVA処置群で増加

傾向が認められた(Figure 6)。 

 

実験 2） 

 皮膚標本を電子顕微鏡で観察した結果、

Vehicle群と比較していずれの OVA 処置群でも

ランゲルハンス細胞及びバーベック顆粒の明

らかな形態学的な変化は認められなかった 

(Figure 7)。 

 

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、実験 1）においては、直径 10 nm AgNP（濃

度 10 µg、1 µg 及び 0.1 µg）と OVA（2 µg）

との混合物の経皮感作後、抗原である OVA を腹

腔内投与し、AgNP のアジュバント作用の有無を

調べる実験を実施した。実験 2）においては各

サイズの AgNP（直径  10 nm、60 nm及び 100 nm、

濃度 49 µg）と OVA（100 µg）との混合物の経

皮曝露後、皮膚の抗原提示細胞であるランゲル

ハンス細胞に及ぼす影響を調べた。その結果、

本モデルにおいて、AgNPによる明らかなアジュ

バント作用及びランゲルハンス細胞への影響
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は認めなかった。 

26年度及び 27年度の検討においては、異な

るサイズの AgNPのアジュバント効果を調べた

が、いずれのサイズの AgNP においても、明ら

かなアジュバント効果を示さなかった。28年度

は濃度による AgNP のアジュバント効果の有無

について調べた。当所の研究により、他の金属

ナノマテリアルは低濃度の方でより強いアジ

ュバント効果を示す結果が得られている (所

内他部の未公開データ)。アジュバントは必ず

しも高濃度である必要はなく、抗原性を最大限

発揮できる抗原との比があると推測される。し

かし、我々が検討したナノ銀の濃度の範囲内で

は明らかなアジュバント作用は認めらえなか

った。今後さらに広範な濃度での検討は必要で

あると考えられた。 

 ランゲルハンス細胞は骨髄由来の樹状細胞

で、皮膚などの重層扁平上皮細胞に特有の抗原

提示細胞である。トノフィラメントを欠き、デ

スモソームなどの細胞接着構造を持たず、遊走

性である。電子顕微鏡で観察すると細胞質に線

維成分は少なく、特異的な”テニスラケット状

“の切断面を持つバーベック顆粒を持つ。バー

ベック顆粒はゴルジ装置由来とも細胞膜由来

ともいわれており、細胞内の抗原輸送を担って

いる (あたらしい皮膚科学、清水 宏、中山書

店)。ランゲルハンス細胞に有毒な物質はべー

ベック顆粒に形態学的異常を及ぼす報告もあ

る（Kanerva L, Am J Dermatopathol. 1990 12 

(51-62)）。ナノマテリアルによる影響について

の報告は見当たらない。 

26年度及び 27年度の研究において、経皮曝

露 OVAの濃度及び陽性対照アジュバントの改良

に加え、経口投与する OVA の濃度を 5 ㎎から

100 ㎎に変更したモデルを用いて、サイズの異

なる AgNPのアジュバント作用の有無を調べる

実験を実施したところ、AgNPによるアジュバン

ト作用は認めなかった。今年度はナノ銀のサイ

ズではなく濃度に着目してアジュバント作用

の有無を調べたが、以前と同様に、明らかなア

ジュバント作用は認めなかった。OVA の経皮感

作後、OVAを腹腔内投与した動物においては、

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

度増加及びアナフィラキシースコアリングの

高値が認められ、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、本モデ

ルの陽性対照物質である CTは毒物であり、使

用に制限が多いことから、無毒な陽性対照が望

ましい。CT は有毒なサブユニット A（CTA）と

無毒なサブユニット B（CTB）で構成されており、

CTB は有望なアジュバントとして期待されてい

ることから、今後、CTBを用いた検討が必要で

あると考えられた（Stratmann T, Vaccine 

(Basel). 2015; 3 (579-596)）。 

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

験物質をマウス経皮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

ルを用いた本研究の成果は、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。 

 

Ｅ．結論 

我々が実施した、OVA + AgNP の経皮曝露後、

OVA を腹腔内投与する本モデルにおいて、AgNP

の皮膚感作については、明らかなアジュバン

ト作用は認めなかった。また、AgNP は皮膚のラ

ンゲルハンス細胞に対して明らかな影響を及

ぼさなかった。今後、AgNP の形状やコーティン

グなどさらなる検討が必要であると考えられ

た。 
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