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ナノマテリアルの経口曝露による免疫毒性に対する影響 
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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。本研究では、AgNP の経皮経口複合曝露による免

疫毒性及びアジュバント作用の有無について検討する評価方法を確立し、安全性について評価す

るため各種実験をおこなうと共に、ナノマテリアルの食品関連分野を中心とした曝露状況やリスク評価

に関する国際動向を調査した。 

 

平成 26年度は、実験 1-1）において、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）し、実験 1-2）において、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）し、実験 1-3）においては 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。 

平成 27年度は、本実験モデルの陽性対照のさらなる最適化を図るため、実験 2-1）において低濃

度の卵白アルブミン（OVA）及びアジュバントの陽性候補物質としてコレラトキシン（CT、0.1、

1、10 µg）を用いて評価系を最適化し、その結果をもとに、実験 2-2）においては各サイズの

AgNP（直径 10 nm、60 nm 及び 100 nm）と 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、実験 2-3）においては経皮曝露後、OVAを強制経口内投与を行い、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 2-4）においては様々なサイズの AgNP の急性毒

性について、各サイズの AgNP（直径 10 nm、60 nm 及び 100 nm）を腹腔内投与(0.2 mg/マウ

ス)1、3及び 6時間後に剖検を行い、影響について検討した。 

平成 28年度は 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 3−1）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 3-2）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。また、26年度及び 27 年度我々はマウスに直径 10 nm、60 nm及び 100 nm 

の AgNPを腹腔内投与したところ、AgNP 10 nmを投与した全動物において 24時間内の死亡又は瀕

死例が認められ、肝臓のうっ血、肝細胞の空胞化、細胞質内封入体、単細胞壊死、脾臓のうっ血

及び胸腺皮質の単細胞壊死が有意な高頻度に観察された。実験 3-3) において、昨年度に行った実

験の肝臓サンプルを用いて、肝臓内銀濃度及び活性酸素種 (ROS)関連 mRNA の発現を検討し、実験

3-4) においては、10 nm AgNP の急性毒性について、直径 10 nm AgNPを 0.002 mg、0.02 mg 及び

0.2 mg 濃度で、硝酸銀 (AgNO3) を 0.32 mg 濃度で腹腔内投与を行い、AgNP の濃度による影響に

ついて検討し、実験 3-5) においては、N-acetyl-l-cysteine (NAC、2000 mg/kg bw)を経口投与 1

時間後、AgNP 10nm (0.2 mg)を腹腔内投与し、AgNP による急性毒性に対する抗酸化剤の影響につ

いて検討した。 

国際動向については、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

食品分野への規制動向や使用状況と食品および飼料中、および食品接触材中のナノマテリアルに

関する文献調査を行った。27年度は 欧州食品安全機関（EFSA）が主催する食品及び飼料分野に
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おけるナノテクノロジーのリスク評価に関する科学ネットワークにおいて議論された食品分野に

おけるナノテクノロジーの応用のインベントリと、製品中のナノマテリアルの最適な測定法に関

する情報と、EFSA によるナノ材料のリスク評価の活動を調査した。28年度は、EFSA が行っている

評価活動のうち、ナノマテリアルを含む既存食品添加物の再評価として公表された酸化チタンの

評価意見に加えて、近年、環境経由の曝露懸念が指摘されているマイクロ／ナノプラスチックに

関する EFSAの見解と最新の器具･容器包装へのナノマテリアルノ開発状況についての調査を行っ

た。 

 

 その結果、実験 1-1）及び 1-2)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 Ki67 陽性の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 1-1）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 1-2）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

1-3）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 100 

nm 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。 

 実験 2-1)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 Vehicle 群と比較して有意に増加し、さらに CT 処置によって、血清中の OVA

特異的な血中 IgG1、IgE及び IgG2a が OVA 処置群と比較して有意に増加した。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、CT処置による差は認められなかった。実験 2-2）

及び 2-3)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 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及び IFN-

γ分泌については、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 Ki67

陽性濾胞率においては、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

2-2）については、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
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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。実験 2-3）については、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。 

 

実験 3-1)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 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 3-2）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。実験 3-3) について、AgNP 10 nm 群の肝臓内銀濃度が他の群に比べ有意な高値を示し

た。実験 3-4) について、AgNO3群で投与 30 分後より立毛及び活動低下が、投与 1時間後より有

意な体温低下が認められ、投与 3時間後より死亡又は瀕死状態になった。AgNP 10 nm 0.2 mg 群で

投与 5時間後より立毛及び活動低下が、投与 6時間後より有意な体温低下が認められ、解剖時、

肝臓は暗赤色調を呈していた。また、AgNP 10 nm 0.2 mg群及び AgNO3群で相対肝臓重量の増加が

見られた。病理組織学的には、AgNP 10 nm 0.2 mg 群及び AgNO3群で、肝臓のうっ血、肝細胞の空

胞化及び胸腺皮質の単細胞壊死が有意な高頻度に認められた。細胞質内封入体及び胸腺髄質の単

細胞壊死は AgNP 10 nm 0.2 mg 群でのみ認められた。実験 3-5) について、投与 6時間後より

AgNP 群で活動低下が認められ、有意な体温の低下が認められた。投与 7時間後より NAC + AgNP群

で活動低下が認められた。解剖時、AgNP群で肝臓は暗赤色調を呈し、AgNP群及び NAC + AgNP群

で相対肝臓重量の増加が見られた。病理組織学的には、AgNP 群でのみ、肝臓のうっ血、肝細胞の

空胞化、細胞質内封入体、単細胞壊死、胸腺皮質の単細胞壊死及び腸間膜リンパ節傍皮質の単細

胞壊死が有意な高頻度に認められ、NAC + AgNP群では観察されなかった。AgNP 群及び NAC + AgNP

群で胸腺周囲リンパ節の褐色〜黒色色素の沈着、腸間膜の肉芽腫及び褐色〜黒色色素の沈着が高

頻度に認められた。 

 

国際動向調査により、以下の知見が得られた。欧州や世界的な食品関連分野における潜在的なナ

ノマテリアル需要が存在し、重要性の高い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ている。欧州では、2011年にナ

ノマテリアルの定義が確定して以降、欧州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、食品関連では、まだ新規のナノマテリアルとしての登録は始まっていない。EFSAでは、

現在の市場における製品のリストを作成し、最大製品数はナノカプセル、銀及び二酸化チタンが

占め、また、最多の用途は食品添加物と食品接触材料であることを明らかにしている。その中

で、EFSAは既存添加物として酸化チタン（食品添加物 E171：ナノサイズ（<100 nm）分画を質量

で 3.2％未満含む）の意見書を公表し、EUの基準ではナノマテリアルとは定義されないもの、慢

性影響試験の結果と曝露推定との MOS（安全マージンは）十分であると結論している。また、器

具･容器包装への適用では、食品への接触面への適用を避けるための三層構造のフィルムへのナノ

マテリアルの開発が進んでいる。マイククロプラスチックやナノプラスチックの健康懸念につい

ては、まだリスク評価ができる段階になく、食品製品中での同定、分析法等の技術開発が必要で

あることが示された。 

 

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マウスモデルにおいては、陽

性対照である CTではアジュバント作用を示す条件下において、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、OVAを強制経口投与した場合も AgNPによるアジュバント作用は見ら
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れなかった。また、所属リンパ節の Ki67陽性濾胞率は感作の指標として有用と考えられた。 

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。一方、等量の

AgNP の腹腔内投与において、直径 60あるいは 100 nm の AgNPには観察されず、10 nm 群のみに観

察された致死的な急性毒性については、被験物質による循環器不全が死亡原因と関連している可

能性が示唆され、そのメカニズムの一つとして酸化的ストレスの関与が考えられた。しかし、死

因に酸化的ストレスが直接関わっていることは考えにくいことから、機序については心筋や神経

への恵与など更に詳細な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、急性毒性、ナノマテリア

ル、国際動向 
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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、これまでの研究では、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

用や、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。食品添加物用としての二酸化チタンナノ

粒子の使用は、国内では明示的に使用されてい

る事例は確認されていないが、海外では公表論

文による調査報告例がある。 

 

一方、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。 

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
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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、雌性 BALB/c 系マウスを用い

て、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

ると共に、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

の混合物の免疫毒性及び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 

in vivo 研究 

実験 1-1）(Figure 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 1-2）(Figure 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 1-1

と同様に実施した。 

 

実験 1-3) (Figure 3) 
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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。 

 

実験 2-1）(Figure 20) 

抗原懸濁液は低用量の OVA（SIGMA A5503、

2 µg）及びコレラトキシン（CT, LIST 

BIOLOGICAL LABORATORIES, INC. #101C、

0.1、1、10 µg）を 50 µL /マウスとなるよう

リン酸緩衝生理食塩水（PBS）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 + CT 0.1 µg、④ OVA + CT 1 µg、⑤ OVA 

+ CT 10 µg。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。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を検討した。 

 

実験 2-2）(Figure 21) 

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 CT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。 

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 及び CT又は 

AgNP を各々 2、1及び 49 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。 

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 + 10 nm AgNP、⑤ OVA + 

60 nm AgNP、⑥ OVA + 100 nm AgNP 。動物実
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験及び解析は実験 2-1と同様に実施した。 

 

実験 2-3）(Figure 22) 

OVA の感作抗原による惹起の経路を腹腔内投

与(1 mg)から強制経口投与(100 mg)に変更し

て実験 2-1と同様に実施した。 

 

 実験 2-4) (Figure 23) 

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。AgNP を 0.2 mg/300 µl/マウスと

なるよう クエン酸バッファーに加えて投与す

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週間の馴

化後、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（Vehicle）6時

間群、② 10 nm AgNP 1時間群、③ 10 nm 

AgNP 3時間群、④ 10 nm AgNP 6時間群、⑤ 

60 nm AgNP 1時間群、⑥ 60 nm AgNP 3時間

群、⑦ 60 nm AgNP 6時間群、⑧ 100 nm AgNP 

1時間群、⑨ 100 nm AgNP 3時間群及び ⑩ 

100 nm AgNP 6時間群。腹腔内投与 (300 µl/

マウス)し、1、3及び 6時間後、2 時間の絶食

後、深麻酔下で腹大動脈から採血後、放血及

び放血し、解剖した。  

全身状態観察を行い、解剖前の体重及び投

与 1、3及び 6 時間後の体温を測定した。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。 

全血を採取し、総タンパク（TP）、アルブミ

ン（ALB）、アルブミン/グロブリン比

（A/G）、尿素窒素（BUN）、クレアチニン

（Cre）、ナトリウム（Na）、カリウム

（K）、クロール（Cl）、カルシウム（Ca）、

無機リン（IP）、アスパラギン酸トランスア

ミナーゼ（AST）、アラニントランスアミナー

ゼ（ALT）、アルカリフォスファターゼ

（ALP）、γ-グルタミルトランスペプチダー

ゼ（γGTP）、総コレステロール（TC）、トリ

グリセリド（TG）、総ビリルビン（BIL）、グ

ルコース（Glucose）の各項目を測定した。 

血清及び肝臓ライセートのトータル活性酸素

種 (ROS)/活性窒素種（RNS）フリーラジカル

の測定は、1時間及び 3時間群は 3例、6時間

群は 5例のサンプルから、OxiSelectTM In 

Vitro ROS/RNS Assay Kit (Green 

Fluorescence) (CELL BIOLABS, INC. San 

Diego, CA)を用いて測定した。 

 

実験 3-1）(Figure 43) 

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。 

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、
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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 3-2）(Figure 44) 

平成 26年度の実験 1-1)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。 

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。 

 

実験 3-3) (Figure 23) 

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。AgNP のイオン化度を調べるため

に、1 µg Ag/mL濃度で調整した AgNP及び

AgNO3 サンプルを超遠心 (40,000  g、2時間)

し、その上清における銀濃度を ICP-MSを用い

て測定した。 

AgNP を 0.2 mg/300 µl/マウスとなるよう 

クエン酸バッファー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週間の馴

化後、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（Vehicle）6時

間群、② 10 nm AgNP 6時間群、③ 60 nm 

AgNP 6時間群、④ 100 nm AgNP 6 時間群。腹

腔内投与 (300 µl/マウス)し、1、3及び 6時

間後、2時間の絶食後、深麻酔下で腹大動脈か

ら採血後、放血し、解剖した。  

全身状態観察を行い、解剖前の体重及び投

与 1、3及び 6 時間後の体温を測定した。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。肝臓

の凍結サンプルを採取し、ICP-MSを用いて銀

濃度を測定した。また、採取した肝臓サンプ

ルよりｍRNA を抽出し、ROS 関連遺伝子

（Gstt1、Gpx1、Fmo2）の発現量をリアルタイ

ム RT-PCRにより相対定量した。血清を採取

し、心不全のバイオマーカーである brain 

natriuretic peptide（BNP）をキットを用い

て測定した。 

 

実験 3-4) (Figure 45) 

動物実験は実験 3-3)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 AgNP 10 nm 0.002 mg 群、③ AgNP 10 

nm 0.02 mg、④ AgNP 10 nm 0.2 mg 群。 

 

実験 3-5) (Figure 46) 

動物実験は実験 3-3)と同様に実施した。

Citrate (vehicle)や AgNP (10 nm, 0.2 

mg/mouse)を腹腔内投与する 1時間前に NAC 

(2000 mg/kg bw)を経口投与し、前処置する群

を設けた。解剖は vehicle や AgNP を投与した

7時間後に実施した。 

各群は以下の通りに構成した、① Citrate

群、② NAC + Citrate 群、③ AgNP 群、④ 

NAC + AgNP 群。 

 

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 法あるいは

Steel 法により多重検定を行った。病理組織学

的所見の発生頻度については、Fischer's 

exact test による検定を実施し、いずれの検

定も 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
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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。 

 

調査研究 

 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

規制動向や使用状況と食品および飼料中、お

よび食品接触材中のナノマテリアルに関する

文献調査を行った。27年度は 欧州食品安全

機関（EFSA）が主催する食品及び飼料分野に

おけるナノテクノロジーのリスク評価に関す

る科学ネットワーク（Scientific network of 

risk assessment of nanotechnology in Food 

and Feed）において議論された食品分野にお

けるナノテクノロジーの応用のインベントリ

と、製品中のナノマテリアルの最適な測定法

に関する情報と、EFSAによるナノ材料のリス

ク評価の活動を調査した。28年度は、EFSA が

行っている評価活動のうち、ナノマテリアル

を含む既存食品添加物の再評価として公表さ

れた酸化チタンの評価意見に加えて、近年、

環境経由の曝露懸念が指摘されているマイク

ロ／ナノプラスチックに関する EFSA の見解と

最新の器具･容器包装へのナノマテリアルノ開

発状況についての調査を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

in vivo 研究 

実験 1-1） 

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 (Figure 4)。

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 (Figure 5)。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(Figure 6)。

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 (Figure 

6)。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 (Figure 6)。

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 

(Figure 7)。 

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 (Table 1)、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 (Figure 8)。 

 

実験 1-2） 

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 (Figure 

9)。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 (Figure 10)。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 (Figure 11)。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 (Figure 11)。 

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 (Figure 12)。 
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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 OVA + 100 nm AgNP 群

で有意な増加が認められ (Table 2)、貼付部

位近傍の左腋窩 Ki67 陽性のリンパ節の濾胞の

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 (Figure 

13)。 

 

実験 1-3） 

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 (Figure 14、

Table 3)。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 (Table 

3)。 

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 (Figure 15)。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 (Figure 16、

Table 4)。 

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 

(Figure 17)。 

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 (Figure 18)。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 (Figure 18)。 

抗原再曝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 

(Figure 19)。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められなかった 

(Figure 19)。 

 

実験 2-1） 

10 µg CT 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発赤が認められた

が、他の群における皮膚肉眼病変の明らかな

変化はみられなかった。解剖時の脾臓相対重

量は群間の明らかな差は認められなかった 

(Figure 24)。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、IgE 及び

IgG2a が Vehicle 群と比較して有意に増加を示

し、いずれの CT投与群においても OVA単独群

と比較して有意な増加がみられた (Figure 

25)。直腸内体温の変化において、惹起 20分

及び 30分後、Vehicle群と比較して全 OVA処

置群で統計学的に有意な体温の低下が認めら

れた (Figure 26)。30分後に OVA 群、OVA + 
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CT 0.1 µg、OVA + CT 1 µg 及び OVA + CT 10 

µg 群で各々平均 3.3、4.0、3.4及び 2.9 度の

体温低下が認められた。体温が有意に低下し

た OVA 群及び全ての OVA + CT群において惹起

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 (Figure 26)。また、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 群及び何れの OVA + CT群

では平均 2.8～3.4 と統計学的有意な高いスコ

アであった (Figure 26)。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

については、IL-2、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 

(Figure 27)。IL-4においては、OVA 群及び何

れの OVA + CT 群でも Vehicle 群と比べ有意な

増加が認められたが、全てのデータが検量線

下限以下だったため有意義な結果と見なされ

なかった (Figure 27)。 

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

意な増加は認めらなかった (Figure 28、

Table 5)。一方、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

群と比較して全ての OVA処置群で増加または

増加傾向が認められた   (Figure 28)。 

 

実験 2-2） 

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。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 29)。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、

IgE及び IgG2aが Vehicle 群と比較して有意に

増加又は増加傾向を示し、OVA + CT 群の IgG1 

及び IgG2aが OVA 群と比較して有意に増加又

は増加傾向を示したが、AgNP投与による影響

は認められなかった (Figure 30)。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群及び何れの 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 31)。30分後に OVA 群、OVA + CT 

群、OVA + 10 nm AgNP 群、OVA + 60 nm AgNP 

群及び OVA + 100 nm AgNP 群では各々平均

4.9、5.1、2.4、2.9及び 3.8 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 31)。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 群では平均 2.8～3.4 と統計学

的有意な高いスコアであった (Figure 31)。

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が、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 (Figure 32)。IL-2においては、

OVA + CT群で Vehicle群と比べ有意な増加が

認められた。 

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 33、Table 6)。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 (Figure 33)。

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 処置群で増加または増加傾向が認

められた (Figure 33)。 

 

実験 2-3） 

技術的なトラブルにより OVA + CT 群の 1匹

が 4週目に死亡した。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 (Figure 34)。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又

は増加傾向を示し、さらに IgG1 については、

OVA 群と比較して OVA + CT 群で有意に高値を

示した (Figure 35)。IgG2a については、OVA 

群と比較して OVA 群及び OVA + 10 nm AgNP 

群で有意に増加した。OVA + 10 nm AgNP 群及

び OVA + 60 nm AgNP 群で IgE 及び IgG2a の

有意な低下が認められた。直腸内体温の変化

について、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 (Figure 36)。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については、群

間に有意な変化は見られなかった (Figure 

36)。 
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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 (Figure 37)。 

 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 OVA 処置群でも

増加傾向が認められた (Figure 38、Table 

7)。貼付部位近傍の左腋窩リンパ節の重量に

ついては Vehicle 群及び OVA群と比較して OVA 

+ CT 群で有意に高値を示し、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

有意な増加が認められた (Figure 38)。 

 

 実験 2-4） 

60 nm AgNP 3時間群の 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。 

投与 5時間後より、AgNP 10 nm 群で立毛及

び活動低下がみられた。投与 6時間後には

AgNP 10 nm群及び AgNP 100 nm 群で有意な体

温の低下が認められ、各々平均 2.2 及び 0.8 

度低下した (Figure 39)。 

血清生化学的検索 (Table 8)では、投与 6

時間後の AgNP 10 nm群において、Vehicle 群

に比べ、TP、ALB、TC、TG及び Glucoseの有意

な減少、並びに IP、AST及び BILの有意な増

加が認められ、ALT においても有意差はないも

のの増加傾向を示した。全ての 1時間群で BUN

及び Na の低下が見られ、AgNP 10 nm 及び

AgNP 60 nmの 3時間群でも BUNの有意な低下

が認められた。全ての 3時間群で IPの有意な

増加を認め、AgNP 10 nm 及び AgNP 100 nm の

3時間群及び AgNP 60nmの 6時間群で TGの有

意な減少、AgNP 10 nm 3 時間群及び AgNP 60 

nm 1時間群で Glucoseの増加が認められた。

AgNP 60 nmの６時間群では Glucose の有意な

減少が認められた。 

トータル活性酸素種 (ROS)/活性窒素種

（RNS）フリーラジカルの産生量において、

AgNP 100 nmの投与 1時間及び 6時間群の肝臓

組織中で有意な上昇が認められ、血清中の産

生量については、AgNP 10 nm の投与 6時間群

の血清中に上昇傾向がみられた (Figure 

40)。 

解剖時の肉眼的観察では、投与 6時間後の

AgNP 10 nm群において、肝臓及び脾臓が暗赤

色に変色しており、うっ血が示唆された 

(Figure 41)。病理組織学的解析 (Figure 

42、Table 9)を行ったところ、AgNP 10 nm の

投与 6時間群で肝臓のうっ血、肝細胞の空胞

化、細胞質内封入体、単細胞壊死、脾臓のう

っ血、胸腺皮質の単細胞壊死及び肺胞壁の細

胞増加が Vehicle 群及び他の投与群に比べ有

意な高頻度で認められた。また、肝臓のクッ

パー細胞の暗褐色色素沈着も高頻度に認めら

れた。AgNP 60 nm １時間及び 3時間群並びに

AgNP 100 nm １時間群で肝細胞の細胞分裂像

が 5例中 5例で認められた。胆嚢の浮腫が

AgNP 60 nm 6 時間群を除くいずれの AgNP 投与

群でも認められ、特に AgNP 60 nm １時間及び

3時間群並びに AgNP 10 nm 6 時間群で有意な

高頻度を示した。胸腺周囲リンパ節の褐色〜

黒色色素の沈着、腸間膜の肉芽腫及び褐色並

びに黒色色素の沈着はいずれの AgNP 投与群で

も高頻度に認められた。 

 

実験 3-1） 

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 

47)。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 48)。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 49)。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 49)。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 49)。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
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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 (Figure 50)。

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。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 50)。 

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 51、Table 10)。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 (Figure 51)。

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 51)。 

 

実験 3-2） 

 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 52)。 

 

実験 3-3) 

超遠心上清の銀濃度は AgNP 10 nm 及び

AgNO3 で有意な高値を示したが、AgNP 60 nm 

及び AgNP 100 nmでは vehicle に比べ高い傾

向は示したものの統計学的有意な変化は見ら

れなかった(Figure 53)。肝臓内銀濃度におい

て、AgNP 10 nm群では vehicle のみならず、

AgNP 60 nm 及び AgNP 100 nm に比べても有意

な高値を示した (Figure 54)。肝臓における

ROS関連遺伝子の発現について、AgNP 10 nm

群の Fmo2が有意な低値を示した (Figure 

55)。また血清を用いて心不全のバイオマーカ

ーである BNP の測定を試みたが、使用したキ

ットの測定限界以下だった (データなし)。 

 

実験 3-4) 

AgNO3 群で投与 30分後より立毛及び活動低

下が、投与 1時間後より有意な体温低下が認

められ、投与 3時間後より死亡又は瀕死状態

になった  (Figure 56)。AgNP 10 nm 0.2 mg

群では投与 5時間後より立毛及び活動低下

が、投与 6時間後より有意な体温低下が認め

られ、解剖時、肝臓は暗赤色調を呈していた 

(Figure 56、57)。AgNP 10 nm 0.2 mg 群及び

AgNO3 群で相対肝臓重量の増加が見られた 

(Figure 56)。病理組織学的には、AgNP 10 nm 

0.2 mg群及び AgNO3 群で、肝臓のうっ血、肝

細胞の空胞化及び胸腺皮質の単細胞壊死が有

意な高頻度に認められた  (Table 11)。細胞

質内封入体及び胸腺髄質の単細胞壊死は AgNP 

10 nm 0.2 mg 群でのみ認められた (Table 

11)。 

 

実験 3-5) 

投与 6 時間後より AgNP群で活動低下が認め

られ、有意な体温の低下が認められた 

(Figure 58)。投与 7時間後より NAC + AgNP

群で僅かな活動低下が認められた。解剖時、

AgNP 群で肝臓は暗赤色調を呈し、AgNP群及び

NAC + AgNP 群で相対肝臓重量の増加が見られ

た (Figure 58、59)。病理組織学的には、

AgNP 群でのみ、肝臓のうっ血、肝細胞の空胞

化、細胞質内封入体、単細胞壊死、胸腺皮質

の単細胞壊死及び腸間膜リンパ節傍皮質の単

細胞壊死が有意な高頻度に認められ、NAC + 

AgNP 群ではいずれの病変も観察されなかった 

(Table 12)。AgNP 群及び NAC + AgNP 群で胸腺

周囲リンパ節の褐色〜黒色色素の沈着、腸間

膜の肉芽腫及び褐色〜黒色色素の沈着が高頻

度に認められた (Table 12)。 

 

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

ランスが、その後、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。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
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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。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。 

 

＜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＞ 

2010 以前は、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。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)。 

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。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。 

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。 

 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。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

微量元素であるが、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。 

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。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。 

 

 ＜食品関連市場に流通している製品中のナ

ノマテリアルのインベントリ＞ 

 EFSA では、将来のナノテクノロジーを用いた

食品関連製品への対応に備えて、現在市場に存

在しているナノ関連製品のリストの収集する

ことを優先的に行っており、収集したリストに

おける製品の最大数はナノカプセル、銀及び二

酸化チタンが占め、また、最多の用途は食品添

加物と食品接触材料であった。また、銀などの

無機材料からナノカプセルやナノ複合材料な

ど有機材料へ用途がシフトしていることが示

されていた。 

 

＜製品中のナノマテリアルの分析及びモニタ

リング、最適な測定法＞ 

 食品表示の規制においてナノ材料を特定す
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るための技術的な課題はナノスケールにおい

て質量基準の粒度分布から個数基準の粒度分

布への変換は非常に困難なので、粒子サイズの

測定は要求される個数基準とすべきであるが、

製品による柔軟な閾値の運用が提言されてお

いる。さらに体積比表面積（VSSA）のナノ材料

を特定するときの役割や単分子やミセルなど

非固体材料についての議論に今後注目する必

要があると考えられた 

 

＜EFSA によるナノ材料のリスク評価の活動＞ 

 2011 年に EFSA の科学委員会は「食品およ

び飼料連鎖におけるナノサイエンスとナノテ

クノロジーの応用のリスク評価に関するガイ

ダンス」を公表した（EFSA SC、2011）。そこに

記載されたアプローチは、主に経口曝露への懸

念であり、申請者とリスク評価者のパネルによ

って実行されるべきものである。2016 年現在で

は、このガイダンスを更新するための新しいワ

ーキンググループを設立している。取り組むべ

き主な課題とこの作業の進展は、毎年のナノネ

ットワーク会議で発表されることになってお

り、ガイダンス案に関する協議が 2018 年に計

画されている。2011 年以降、科学委員会は加盟

国の登録制度や計測手法、リスクアセスメント

法などの開発や試験結果を監視している。 

 食品接触材料：EFSAは食品接触材料に使用さ

れる工業ナノ材料を明らかにカバーする用途

を受理し、評価している。食品への移行の証拠

がないので、リスク評価はゼロ曝露シナリオに

基づく。多くの用途について、現在評価中であ

る。ナノ形状の香料としての用途では受理され

ていない。 

 食品添加物：過去及び進行中の用途は全てバ

ルク材料についてである。ANS パネルでは、食

品添加物の大部分を再評価するプログラムを

実施しており、それらのいくつか（例えば、銀

（E174）、酸化チタン（E171））は、ナノ分画を

含む可能性がある。 

 飼料添加物：飼料添加物としてバルクの TiO2

は、食品添加物としての再評価と並行して再評

価中である。サイズ分布のデータは申請者から

提出される標準的なリスク評価書類の一部と

なっている。 

 新規食品：EFSA は今のところ新規食品が明ら

かにナノ形状から成る用途を受理していない。 

 農薬：EFSAは活性成分だけを評価する。活性

成分のナノ固有のリスク評価はまだ行われて

いない。しかしながら、いくつかの製剤に関し

ては加盟国の定義によってはナノ製剤と判定

される。農薬ネットワークと EFSA PPR パネル

は、リスク評価における調和を確保するために、

理想的には EFSA 科学委員会による規制ガイダ

ンス（環境リスク評価を含む）の開発を支持す

る。 

 汚染物質：EFSA は先ごろ、魚介類を中心とし

て食品中に汚染している可能性のあるプラス

チック微粒子及びナノ粒子の存在に関する科

学的意見を BfRから要求されており、この作業

は継続中である。 

 

＜食品添加物としての二酸化チタン（E 171）の

再評価＞ 

 欧州委員会から欧州食品安全機関（EFSA）へ

の要請に従って、ANS パネル（食品に添加され

る食品添加物と栄養源に関する科学委員会）は、

食品添加物として使用される場合の二酸化チ

タン（TiO2、E 171）の安全性を再評価する科学

的意見を提供するように求められた。 

  TiO2 は、欧州連合（EU）において食品添加物

として認可された食品着色料である。これは、

1975 年および 1977 年に食品科学委員会（SCF）

によって、1969年には FAO/WHO 合同食品添加物

委員会（JECFA）によって評価されている。JECFA

は 1969 年に一日摂取許容量（ADI）を「適正製

造基準を除き、制限されない」とした。SCFは、

1975年に TiO2の ADIを確立しなかったが、1977

年には「ADI が確立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 TiO2を含めた。 

 ANS パネルは、利害関係者から提供されたデ

ータや文献によると食品添加物としての TiO2

（E171）はナノマテリアルの定義に関する EU勧

告に従ってナノマテリアルとはみなされない

とした。ANS パネルは吸収、分布、排泄に関す

る利用可能なデータから以下の結論を出した。 

・ 経口投与された TiO2 の吸収は極めて低い。 

・ TiO2 のバイオアベイラビリティ（粒子また

はチタンとして測定）は低い。 

・ チタンとして測定されたバイオアベイラビ

リティは、粒子サイズとは無関係と思われる。 

・ TiO2 の経口投与の大部分は、糞便中に無変

化で排泄される。 

・ 経口摂取された TiO2 のうち、少量（最大 0.1

％）が腸管関連リンパ組織（GALT）によって

吸収され、続いて様々な臓器に分布される。

これらの臓器からの排泄速度は可変であっ

た。 

ANS パネルはさらに、動物およびヒトには相当
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量の、非常に変化しやすいバックグラウンドレ

ベルのチタンが存在し、このことが報告された

チタンの取り込みの低レベルでの分析におい

て課題を示し、報告された所見の解釈を複雑に

する可能性があると結論した。 

ANS パネルは、食品添加物の提出のためのガ

イダンス（EFSA ANS Panel, 2012）にある拡張

90日間試験の欠如や、食品添加物（E 171）を

用いた多世代または拡張一世代生殖毒性試験

がないことから、最終的な結論に達することが

できなかった。したがって、ANS パネルは ADI

を確立しなかった。しかし、入手可能な毒性学

的データにおいて特定された NOAEL 2,250 mg 

TiO2/kg bw/dayと TiO2（E 171）の報告された

使用/分析レベルから得られた曝露データを用

いて計算された MoSの最小値は 100を超えてい

たため、ANS パネルは現在入手可能なデータベ

ースと TiO2 の吸収に関する考察、使用可能な

毒性学的データとこの案で考慮された TiO2（E 

171）の報告された使用/分析レベルから得られ

た曝露データを用いて計算された MoSには懸念

がないとした。ANS パネルは、E 171の生殖毒性

に関する確実で信頼性の高いデータが得られ

た時点で、完全なデータセットによりパネルが

健康影響に基づく指標値（ADI）を確立すること

が可能になる、と結論した。 

 

＜食品中のマイクロプラスチックおよびナノ

プラスチック（ステートメント）＞ 

 ドイツ連邦リスク評価機関（BfR）の要請によ

り、食物連鎖における汚染物質に関する EFSAパ

ネル（CONTAMパネル）は、特にシーフードに焦

点を当てた食品中のマイクロプラスチックお

よびナノプラスチックに関するステートメン

トを提出するよう求められた。 

 食品中のマイクロプラスチックの同定およ

び定量に関する報告や，海洋生物における実験

的により、栄養段階の間で移動する可能性があ

ることを示した報告があるものの，同定、分析

する手法が確立されておらず、まだリスク評価

ができる段階でない。マイクロ／ナノプラスチ

ックについて、その存在や同一性（形状を含む）

を評価し、食品中の量を定量化するため、分析

法を開発し、標準化することが推奨される。品

質保証の実施と実証が必要である。食事曝露を

評価するため、食品中の発生データを生成する

必要がある。動態および毒性に関する研究が必

要である。 

 

＜食品容器に関する最新の技術動向＞ 

 器具･容器包装へのナノマテリアルの利用に

関しては、より機能性を付加した器具･容器包

装剤の研究開発が進んでいる。ポリ乳酸はバイ

オベースの器具･容器包装のプラスチックとし

て最も関心が高い基材であるが、低い耐性や低

いガスバリヤー性の問題を抱えており、機能改

善のためのナノマテリアルの利用の研究が進

められている。しかし、ナノマテリアルが直接

食品に接触することを避けるために、三層構造

フィルムの中間層に、ナノマテリルを使用しそ

の機能を生かしながら，安全性の懸念も回避で

きる製品の開発が進んでいる。また、同じ 3層

構造の特徴を生かして、ポリエチレンを基材と

したフィルムに抗酸化･ラジカルスカベンジャ

ー機能などを付加するためナノセレンを利用

する研究開発も進んでいる。 

 一方、溶出試験については、理論的にはポリ

マーのマトリックスに対してナノマテリアル

はかなり大きいので、ポリマー内での移動速度

や溶出速度は著しく低いと考えられている。し

かし、特にナノ銀に関しての最近の溶出試験の

報告を検討してみると、様々な結果が報告され

ており一様な解釈が難しい。一般的に酢酸など

の疑似溶媒を使用した方が、アルコールや有機

溶媒を使用した場合よりも溶出量が多い傾向

があるが、その場合には、ナノ銀からの銀イオ

ンとしての溶出の促進することによるものと

思われる。その場合には、測定法に依存して

ICM-MSなどにより銀原子の量を測定するか、シ

ングルパーティクル ICP-MS などのように粒子

としての銀原子の量を測定し、溶出時の形態を

判別することが可能である。しかし、溶媒測定

時の酸化状態如何では，イオン化した銀イオン

が、それ自身あるいは他の粒子成分などと反応

して、溶出溶媒中に粒子として産生することも

報告されている。このことは、上記の方法だけ

では、ナノ銀粒子の溶出形態を推定することは

困難であり、測定された粒子の元素分析などさ

らなる解析が必要であることを示している。 

 

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、経皮曝露におけるアジュバント陽性対

照の候補物質として、Alum 及び CTを検討し

た。Alumは腹腔内投与の場合はアジュバント

作用を示すが、皮膚曝露ではアジュバント作

用は示さないと考えられた。CT は塗布量を最
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適化することにより、皮膚曝露による感作成

立におけるアジュバントの陽性対照として使

用可能であることが明らかとなった。また、

本モデルの確立においては、抗原としての OVA

の曝露量も最適化する必要があった。 

本モデルを用いた一連の実験により、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。 

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。 

一方、26年度の研究で、OVAの有無にかか

わらず 10 nm AgNPを腹腔内投与した動物で全

例が死亡又は瀕死に陥った。27年度の研究で

は経時的観察を行い、急性毒性の再現性、血

清生化学的解析及び病理組織学的解析を主体

に検討した。AgNP の濃度による検討におい

て、AgNP 10 nm 0.2 mg群及び AgNO3 群の肝臓

及び胸腺でのみ、病変が有意な高頻度に認め

られ、体温の低下も見られたが、AgNP 10 nm 

0.002 mg及び AgNP 10 nm 0.02 ㎎ 群では見

られなかった。Balb/cマウスに AgNPの急性毒

性は少なくとも AgNP 10 nm 0.02 mg 以上が必

要と考えられた。Balb/c マウスに腹腔内投与

した AgNP 20nmによる急性毒性に関する報告

があったが (Elkhawass E.A.et. al., 

International Journal of Pharmacy and 

Pharmaceutical Sciences. 2014;6 (9810–

9817))、急性毒性を誘発する量(214 mg/kg 

bw)は我々が 27年度の研究で用いた投与量 

(9.9-12.3 mg/kg bw)に比べはるかに多かっ

た。AgNPの急性毒性に関してはサイズの僅か

な差によっても毒性の表現型が大きい差を示

す可能性が考えられる。 

AgNO3 は腐食性があり、マウスの LD50(腹腔

内投与)は 17～24 mg/kg である。本研究で使

われた AgNO3 の投与量は約 16 mg/kg であった

ことから、強い急性毒性が現れたと考えられ

る。明らかな死因は不明でが、褐色〜黒色色

素の沈着を除くと肝臓及び胸腺などの病変は

AgNP と類似していた。 

27 年度の結果から AgNPのサイズの相違が死

亡の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

したとの報告はされていない（Lee Y et. 

al., Nanotoxicity. 2013;7 (1120-1130)）。

AgNP 10 nm 6 時間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 はリンパ管を介して拡散

した可能性が考えられた。また、肝臓にうっ

血が認められたことから、右心主体の循環障

害が死亡原因と関連している可能性が考えら

れ、死因に関しては心筋細胞や神経細胞に直

接作用した毒性メカニズムについても検討す

る必要がある。ヒト気管支上皮細胞にサイズ

の異なる AgNP(直径 10、40及び 75 nm)を添加

して培養すると 10 nm添加群でのみ細胞毒性

がみられたが、ROS の産生及び DNA 損傷の明ら

かな増加は認められなかった（Gliga AR et. 

al., Particle and Fibre Toxicology. 

2014;11 (DOI:10.1186/1743-8977-11-11)と報

告されている。今回、肝臓の ROS関連遺伝子

ｍRNA の発現において明らかな発現上昇はみら

れなかった。27年度の結果からも肝細胞への

毒性は明らかになったものの、その程度と ROS

の産生量は一致しなかった。有意差は認めな

かったが、血清中の ROSの産生量が AgNP 10 

nm 6 時間群で増加傾向がみられたことから、

死因は肝臓に限らず、全身に及ぼす影響によ

るものの可能性も考えられる。肝臓及び脾臓

にうっ血がみられ、胆嚢の浮腫などがみられ

ることから、循環器系の異常による死亡の可
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能性も否定はできない。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。 

超遠心上清の銀濃度及び肝臓内銀濃度にお

いて、他のサイズの AgNP に比べ AgNP 10 nm

で明らかに高い値を示した。AgNPによる毒性

の主体が銀イオンなのか、ナノ粒子なのか不

明であるが、 AgNP の毒性は AgNP の大きさの

みならず（Park MVDZ et. al., 

Biomaterials. 2011;32 (9810–9817)）、表面

化学成分、電荷、コーティングの有無、凝集

性及び動物実験での投与経路によって影響を

受ける可能性が示唆されている。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55.1、9.4、5.3 m2/g及び 

2.2E+14、9.1E+11、1.7E+11 particles/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。表面積とイオン化度の関連が示唆されて

いる。 

AgNP 10 nm群において酸化的ストレスに関

連した遺伝子の発現上昇は認められなかっ

た。AgNPによる毒性メカニズムは酸化的スト

レスによるとの報告もみられるが、その詳細

は不明である（McShan D et. al., Journal 

Food Drug Analysis. 2014;22  (116-127)。

AgNPの毒性がナノ粒子によるものなのか銀イ

オンによるものなのかについても議論が続い

ている （Reidy B et. al., Materials. 

2013;6 (2295-2350)。しかし、抗酸化剤の投

与によって AgNPによる毒性が著しく抑制でき

たことは、少なくとも一部は酸化的ストレス

による AgNPの毒性メカニズムを支持すると考

えられた。メカニズムの解明のために、本研

究においても ROS関連たんぱく発現の検討及

び作用メカニズムの違う抗酸化剤による検討

が必要と考えられる 

 

 国際動向の調査において、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、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。 

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

げられているが、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。 

  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

のバルク物質として知られているマテリアル

のナノサイズ粒子についての再評価を中心と

してリスク評価が行われているが、まだ新規

のナノマテリアルについての評価、申請は行

われていないようで、評価において重要な点

は毒性影響との関係性を評価するための物性

測定や実験手法であると考えられる。 

 2016 年に公表された酸化チタン（食品添加

物 E171）の科学的意見について、ナノサイズ

（<100nm）分画を質量で 3.2％未満含むもの

の、EUのナノマテリアルの定義上は、ナノマ

テリアルとは認められなかった。生殖発生毒

性のデータが欠落しているために ADI は設定

しなかったが、慢性影響試験の結果からは、

現状の曝露調査による曝露量とは，十分なマ
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ージンがあると結論付けている。しかし、フ

ランス国立農学研究所（INRA）の研究者ら

は、添加物である二酸化チタン（E171）の経

口曝露の影響を研究し、E171が動物の腸関門

を通過し、身体の他の部分に到達することを

初めて報告しており、ノサイズの E171粒子の

吸収に関連する免疫系障害が観察された。ま

た、慢性経口曝露は曝露された動物の 40％に

おいて結腸に発がんの非悪性段階である前が

ん病変を誘発することと、プロモーション作

用も有していることが報告されており、生殖

発生毒性影響に関する試験だけなく、免疫影

響や発癌作用に対する特に慢性曝露による影

響も、特にナノサイズの酸化チタンに対して

行っていく必要がると考えられる 

 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。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、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いる。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。 

さらに、ナノマテリアルの食品添加物への

最新の応用研究に関しては、食品への接触面

への適用を避けるための三層構造のフィルム

へのナノマテリアルの開発が進んでいる。し

かし、容器からの食品への溶出試験法に関し

ては、用いる疑似溶媒の選択により、溶出量

が異なることや，溶出後の粒子サイズの変化

などの条件を吟味する必要があり、溶出物の

安全性評価のためには試験法の改良が必要で

あることが指摘されていると考えられた。 

他方、汚染物質評価に関する新しい話題と

して、魚介類などへの生物濃縮汚染が懸念さ

れているプラスチック微粒子（マイクロプラ

スチック）及びナノ粒子に関するリスクへの

対応が EFSAに諮問された。マクロプラスチッ

クやナノプラスチックの特にシーフードに焦

点を当てた食物連鎖を通した健康懸念につい

ては、食品中のマイクロプラスチックの同定

および定量に関する報告や，海洋生物におけ

る実験的により、栄養段階の間で移動する可

能性があることを示した報告があるものの、

マイクロプラスチックについての存在，プラ

スチックとしての同定法や同一性の評価手

法，定量化のために分析法がまだ確立されて

おらず，定量的なリスク評価が困難であるこ

とが示されている。また、定量化手法が確立

されていなので、食物連鎖や脾値への影響評

価の際に、消化管をどの程度通過して影響を

示すかにつての表かも困難である。ナノプラ

スチックについては、まだ、ナノプラスチッ

クの運命に関する利用可能な文献はないが、

体内への吸収性についてはマイクロプラスチ

ックよりは容易であろうという推測は成り立

つが、こちらも生体位中で定量的に測定する

技術が確立していないので、マイクロプラス

チック同様に、今後の分析法の開発の必要性

が指摘されている。 

 

Ｅ．結論 

改良を加えることによって、皮膚感作及び

経口投与あるいは、腹腔内投与によるアジュ

バント作用を検討可能なモデル系とその陽性

対照ができた。その系を用いて AgNP のアジュ

バント作用について検討したところ、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。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。 

 AgNP の腹腔内投与による急性毒性につい

て、AgNP 10 nm 6時間群において、体温など

の臨床症状、血清生化学的検査及び肝臓の肉

眼及び病理組織学的検査で著しい変化が認め

られた。AgNP はサイズにより毒性の現れ方に

違いがあることが明らかとなり、被験物質に

よる肝細胞傷害又は循環器不全が死亡原因と

関連している可能性が示唆された。しかし、

その詳細な機序を解明するにはさらなる検討

が必要であると考えられた。 

 また、国際動向調査において 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規制動向や使用

状況と食品および飼料中、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を行っ

た。27年度は 欧州食品安全機関（EFSA）が

主催する食品及び飼料分野におけるナノテク

ノロジーのリスク評価に関する科学ネットワ

ークにおいて議論された食品分野におけるナ
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ノテクノロジーの応用のインベントリと、製

品中のナノマテリアルの最適な測定法に関す

る情報と、EFSAによるナノ材料のリスク評価

の活動を調査した。28年度は、EFSA が行って

いる評価活動のうち、ナノマテリアルを含む

既存食品添加物の再評価として公表された酸

化チタンの評価意見に加えて、近年、環境経

由の曝露懸念が指摘されているマイクロ／ナ

ノプラスチックに関する EFSAの見解と最新の

器具･容器包装へのナノマテリアルノ開発状況

についての調査を行った。調査の結果、欧州

や世界的な食品関連分野における潜在的なナ

ノマテリアル需要が存在し、重要性の高いナ

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ている。欧

州では、2011 年にナノマテリアルの定義が確

定して以降、欧州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、食品関連

では、まだ新規のナノマテリアルとしての登

録は始まっていない。EFSA では、現在の市場

における製品のリストを作成し、最大製品数

はナノカプセル、銀及び二酸化チタンが占

め、また、最多の用途は食品添加物と食品接

触材料であることを明らかにしている。その

中で、EFSAは既存添加物として酸化チタン

（食品添加物 E171：ナノサイズ（<100nm）分

画を質量で 3.2％未満含む）の意見書を公表

し、EUの基準ではナノマテリアルとは定義さ

れないもの、慢性影響試験の結果と曝露推定

との MOS（安全マージンは）十分であると結論

している。また、器具･容器包装への適用で

は、食品への接触面への適用を避けるための

三層構造のフィルムへのナノマテリアルの開

発が進んでいる。マイククロプラスチックや

ナノプラスチックの健康懸念については、まだリス

ク評価ができる段階になく、食品製品中での同

定、分析法等の技術開発が必要であることが示さ

れた。 

 
Ｆ．健康危険情報 
（該当なし） 
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