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A. 研究目的 

 ナノマテリアルの社会的受容の実現には、

十分なリスク評価を行い、仮にリスクがあ

る場合、ベネフィット・リスクバランスを

考慮した適切なリスク低減が必要である。

 本研究は、ナノマテリアルの適切な物性解析、新規in vitro評価系の確立、細胞内

応答機構等の解析で従来の評価系との比較検討、新たなマーカーの確立、適切な動

物実験等による妥当性の検証を目的する。平成28年度（3年計画の2年目）は、次の

ような成果を得た。ナノマテリアルの毒性評価において、ナノ粒子の物理化学的性

状および形状・表面修飾は重要な因子である。異なる一次粒子径の酸化ニッケルナ

ノ粒子を同程度の二次粒子径あるいは同程度の一次粒子径で異なる二次粒子径の懸

濁液による細胞毒性への影響やナノ粒子の分散性に重要な役割を果たす分散剤の毒

性を排除するナノ粒子の製造法の開発を行った。多層カーボンナノチューブに対す

るin vivoおよび共培養システムによるgpt遺伝子を指標とした遺伝毒性試験より、in 

vivo系のデータとの比較により共培養系の妥当性および多層カーボンナノチューブの

長さに影響されない可能性がある事が認められた。さらに、3D皮膚モデルを用いた

ナノマテリアルの経皮毒性評価系構築では、いくつかの考慮すべき点が存在する

が、皮膚組織のナノ粒子侵入に対する抵抗性が認められた。非修飾/カルボキシル基

修飾磁性体ナノ粒子のA549細胞への曝露実験で、網羅的遺伝子発現解析を行い、mi

RNA発現のクラスタリング解析から、ナノマテリアルによる特徴的なmiRNA変動、

すなわちマーカーとしての可能性を認めたが、酸化鉄ナノ粒子曝露マーカーとして

の解析は検討を要する点も認めた。A549細胞の切片担体培養系の使用可能を認め

た。また、酸化鉄ナノ粒子の細胞への影響は、粒子側の修飾によるROS産生の有無

のみならず、細胞側の活性酸素種に対する抵抗性との複合的関わりを明らかにし

た。 
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また、動物愛護の3Rの観点から、動物実験

代替法の開発も必要である。 

 本研究は、(1)ナノマテリアルのリスク評

価のための新規in vitro評価系およびマーカ

ーの開発(ナノマテリアルのDNA損傷性新規

評価系およびマーカーの開発, 共培養及び

3Dモデルを用いたナノマテリアルの気道毒

性新規評価系の開発、共培養及び3Dモデル

を用いたナノマテリアルの皮膚毒性新規評

価系の開発)、(2)従来のin vitroリスク評価系

との比較検討、in vivo動物実験による当該リ

スク評価系の検証、 (3)それらを用いたナノ

マテリアルのリスク評価、(4)当該評価結果

に基づくリスク低減化方策の考案と検証を

柱とする。 

 平成 28 年度、(1)毒性を有する界面活性

剤を用いないナノ粒子の新規作製法及び形

態変化をもたらす新規作製法の開発、(2)異

なる一次粒子径のナノ粒子よる同程度の二

次粒子径の懸濁液の細胞毒性評価および一

次粒子径が同じで二次粒子径が異なるナノ

粒子の懸濁液による細胞毒性および免疫応

答解析、(3)in vivo および共培養システムに

よる遺伝毒性試験、(4)3Dヒト皮膚再構成系

におけるナノ粒子の表皮傷害性と表皮侵入

性の解析、(5)ナノマテリアル曝露による網

羅的遺伝子発現解析およびエピジェネティ

クスマーカーの検索、(6)切片担体培養系を

用いたナノマテリアルのリスク評価系の構

築およびナノマテリアルの細胞内動態の解

析を行った。 

以下に各分担研究の成果の概要を記載する。 

B. 研究方法 

1) ナノマテリアルの作成及びキャラクタリ

ゼーション(林)：           

 金(Au)、銀(Ag)ナノ粒子(NPs)の界面活性

剤を使用しない作製法および酸化チタンの

新しい形状の作製法の開発を行った。

hexadecyltrimethylammonium bromide 

(CTAB)を用いずに塩化金酸水溶液または硝

酸銀水溶液にシステインを溶解した。この

溶液に氷浴で冷却した NaBH4水溶液を加え、

超音波処理を行い、作製した。また、酸化

チタンの合成では、加水分解・縮合速度や

構造が異なる次の 5 つの化合物を用いて、

尿素およびウレアーゼ水溶液に加え、60℃

以下で最長 3 日間反応させ、作製した。尿

素濃度は、1.2～19.2 mg/mLとし、ウレアー

ゼ濃度は 5～10 mg/mLとした。 

2) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物性

解析(河上)： 

 異なる一次粒子径の酸化ニッケル (NiO) 

NPs よる同程度の二次粒子径の懸濁液の細

胞毒性評価を行った。NiO NPs（Sigma、一

次粒子径< 50nm）および Ni NPs（Alfa Aesar

一次粒子径: 5～20 nm）に Tween 80 含む

Milli-Q 水を加え、サイズの異なる 3 種類の

ジルコニアボールを用いて、遊星ボールミ

ル型粉砕機で懸濁液を調製した。粉砕後、

10 mg/mL（または 1 mg/mL）の懸濁原液を

作成した。懸濁原液を 10 % FBS-MEMで、

毒性試験用ナノ粒子懸濁液を調製した。

A549 細胞に 48 時間これら懸濁液を添加し、

その後MTS法で毒性評価を行った。 

3) ナノマテリアルの細胞毒性及び遺伝毒性

発現メカニズムの解析(宮島)： 

 一次粒子径が同じで二次粒子径が異なる

酸化ニッケル (NiO) NPs の懸濁液による

A549、THP-1 の細胞毒性および THP-1 細胞

の免疫応答解析を行った。酸化ニッケル 

NiO (Sigma-Aldrich)は粉砕用ジルコニアボー

ルを用いて、二次粒子径の異なる懸濁液を

作製した。MTS 法で、細胞毒性を評価した。

THP-1 細胞の細胞表面マーカーの測定や培

養液中のサイトカインの測定を Flow 

Cytometryで行った。 

4) ナノマテリアルによる DNA の直接及び

間接的損傷性評価系の構築および共培養系

及び 3D 皮膚モデルを用いたナノマテリア
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ルの遺伝毒性評価系の構築(戸塚)：      

① in vivo 遺伝毒性試験 

 10 週齢の雄性 gpt delta マウスに、繊維

長の異なる MWCNT (MWCNT-L; 85〜200 

nm, MWCNT-S; 40〜70 nm)の懸濁液の気管

内反復投与を行った。最終投与 2 ヶ月後に

マウスを安楽死後、肺を摘出し、gpt 遺伝

子解析に用いた。 

② 共培養システムによる遺伝毒性試験 

 GDL1 細胞を播種して 24 時間培養した後、

ThinCertTMを各 wellに入れ、インサート内

に RAW264 を播種し、24 時間培養した。

MWCNT-L及び MWCNT-Sを RAW264のみ、

または RAW 264 と GDL1 の両方に 24 時間

曝露させた後にトリプシン処理により

GDL1 を回収し、一定期間培養した後に突

然変異の解析に用いた。 

③ gpt遺伝子を指標とした変異原性試験 

  MWCNT-L 及び MWCNT-S を曝露した組

織、細胞から DNA を抽出し、in vitro パッ

ケージングによってトランスジーン λEG10

をファージ粒子として回収した。回収した

ファージを Cre 組替え酵素発現している大

腸菌 YG6020 株に感染させると、λEG10 上

にある一組の loxP 配列に挟まれた領域が

Cre 組替え酵素によって切り出され、プラ

スミドに転換する。感染後の YG6020 菌液

を 6-thioguanin (6-TG) と chloramphenicol 

(Cm) を含む M9 寒天培地に播いて 37℃で培
養すると、プラスミド上の gpt 遺伝子が不

活化している変異体のみが、6-TG を含む寒

天培地上でコロニーを形成する。また、Cm

を含む M9 寒天培地に播いて生じたコロニ

ー数から、感染ファージ由来のプラスムド

による形質転換効率を求め、変異コロニー

数を形質転換コロニー数で除去して突然変

異頻度を算出した。 

5) 3D皮膚モデルを用いたナノマテリアルの

経皮毒性評価系構築 (中江)：       

 LabCyte EPIモデル（株式会社ジャパン・

ティッシュ・エンジニアリング）を用いた3

Dヒト皮膚再構成系においてシステイン水溶

液を媒体としたAu NPsおよびAg NPsの懸

濁液を調整および曝露し、LDH assayにより

表皮傷害性と病理組織学的に表皮侵入性に

ついて，ヒト肝細胞癌由来のHepG2細胞を

用いた単層培養系において、LDH assayおよ

びNR assayにてAu NPsおよびAg NPsの細

胞傷害性を解析した。 

6) ナノマテリアル曝露による網羅的遺伝子

発現解析およびエピジェネティクスマーカ

ーの検索 (花方、渡邉):           

 非修飾/カルボキシル基修飾磁性体ナノ粒

子(Fe3O4NPs，Fe3O4NPs-COOH)をA549細胞

に24時間あるいは72時間曝露し、RNAを回

収し、miRNA microarrayを用いて網羅的発現

およびクラスター解析を行った。 

7) 切片担体培養系を用いたナノマテリアル

のリスク評価系の構築およびナノマテリア

ルの細胞内動態および機能解析(渡邉)：  

①切片担体培養系を用いたナノマテリアル

のリスク評価系の構築：A549細胞の切片担

体培養の条件設定後、磁性体ナノ粒子(Fe3O

4 NPs)の曝露実験を行った。曝露実験でのC

M-H2DCFDAの使用により活性酸素種(ROS)

の発生及びAlamar Blue assayを用いて細胞

生存率を測定した。             

②ナノマテリアルの細胞内動態および機能

解析：前立腺癌細胞株DU145、LNCaPに対

して、Fe3O4NPsとFe3O4NPs-COOHを各濃度

に調整し、24時間あるいは72 時間曝露を行

った。その後、透過型電子顕微鏡(TEM)を用

いて、Fe3O4NPs、Fe3O4NPs-COOHの細胞内

局在を観察した。また、Alamar Blue assay

を用いて、生存率を求めた。活性酸素種（R

OS）の測定はCM-H2DCFDAを使用した。ま

た、GSH-GloTMGlutathione assayを用いて、

細胞内のGSHの検出、定量化を行った。 
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（倫理面への配慮） 

 本研究グループでは、既に樹立された細

胞株を用いる in vitro実験主体である。また、

遺伝子実験において、必要とする場合は各

施設の遺伝子組換え実験の安全管理規則に

従い行った。ナノマテリアルの取扱いに関

して、「ナノマテリアルに対するばく露防

止等のための予防的対応について」（基発第

0331013 号）に準じて行った。次年度以降

の必要とされる動物実験は、各施設におけ

る動物実験に関する指針に則って実施し、

可能な限り実験動物の苦痛軽減処置を行っ

た。 

C. 研究結果 

1) ナノマテリアルの作成及びキャラクタリ

ゼーション： 

 CTAB の代わりに低毒性アミノ酸である

システインを用いることで 2 mg/mL の金ナ

ノ粒子および銀ナノ粒子水分散液の作製に

成功した。原料として titanium(IV)chroride

を用い、ウレアーゼ濃度 5.0 mg/mL、尿素

濃度 9.6 mg/mL として、アンモニア水、ド

デカン、エタノール、 hexadecyltrimethy 

lammonium bromide 水溶液を混合し、超音

波処理を行って作製したエマルジョン中で

の酸化チタンナノ粒子の合成反応は、水溶

液 中 で の 反 応 と 異 な り 、 bis(2,4-

pentanedionato)-bis(2-propanolato)titanium を

原料として用いた場合のみ、中空ナノ粒子

が得られ、その他の原料では球状粒子が得

られた。 

2) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物

性解析： 

 NiO-Sigmaには、数 nm程度の大きさの

粒子と 10～50 nm 程度の大きさの粒子との

2 群が混在していた。Ni-Alfa は NiO-Sigma

と異なり、一次粒子径が 10 nm 程度の比較

的均一な粒子であった。NiO-Sigma の各試

料の半数致死濃度（IC50）は、調製に用いた

ジルコニアボール径 0.5、0.1 及び 0.05 mm

の試料で 23.1、29.3及び 39.0 μg/mLであっ

た。NiO-Sigma については、ジルコニアボ

ール径が 0.1 mm及び 0.05 mmの試料では差

が認められず、0.5 mm の試料では他に比べ

てやや細胞毒性が強くなる傾向を示した。 

Ni-Alfa に関しては、各試料の IC50は調製

に用いたジルコニアボール径が 0.5、0.1 及

び 0.05 mm の試料で 18.9、24.0 及び 32.6 

μg/mL であった。Ni-Alfa については、各濃

度でのデータのばらつきが大きく、二次粒

子径サイズが細胞毒性に及ぼす影響につい

ては評価できなかった。 

3)ナノマテリアルの細胞毒性及び遺伝毒性

発現メカニズムの解析： 

 A549および THP-1細胞に関する細胞毒

性試験では、懸濁液中の二次粒子径が大き

くなるほど毒性が強くなる傾向が認められ

た。その傾向は、A549細胞において顕著に

認められた。CD54の相対蛍光強度（RFI）

は、NiO用量依存的に上昇が観察され、

NiO 200 μg/mLで 783〜883 %であったが、

NiO二次粒子径による差異は認められなか

った。一方、CD86の RFIは NiO処理によ

り NiO 50〜200 μg/mLまで NiO用量依存的

な上昇が観察され、その RFIの程度は NiO 

200 μg/mLで 216〜260 %であった。 

NiO処理により培養上清中の IL-8、IL-1β、

TNFの上昇が観察された。IL-6、IL-10、IL-

12p70は検出限界未満であった。IL-8産生

量は、NiO 200 μg/mL及び 400 μg/mLで顕著

に観察され、400 μg/mL処理群の方が産生

量が多かった。IL-1β及び TNF産生量は

NiO 用量依存的に上昇が観察され、IL-1β は、

NiO (粉砕ジルコニアボールの直径 0.5mm) 

400 μg/mLにおいて産生量が高かった。TNF

産生量は、NiO (直径 0.5 mm) 200, 400 

μg/mLにおいて、NiO (直径 0.05 mm)に比べ

ると産生量が高かったが、IL-8, IL-1β, TNF

のいずれのサイトカインにおいても、NiO

の二次粒子径の差異は影響しなかった。 
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4) ナノマテリアルによる DNA の直接及び

間接的損傷性評価系の構築および共培養系

及び 3D 皮膚モデルを用いたナノマテリア

ルの遺伝毒性評価系の構築： 

① in vivo遺伝毒性試験 

繊維長の異なるMWCNTの in vivo遺伝毒性

試験から検討を行った。解析の結果、

MWCNT 投与により肺の変異頻度は溶媒対

象群(2% CMC)に比べて約 3〜4 倍に上昇し

たが、繊維長の違いによる変異頻度に対す

る影響は観察されなかった。次に、繊維長

の異なる MWCNT による変異パターンを解

析した。まだ、変異クローンの解析数が少

ないが、コントロールの変異パターンと比

較して、MWCNT 投与により G:C→A:T 変

異が上昇する傾向が観察された。また、変

異頻度と同様に、繊維長の違いによる変異

スペクトルへの影響はほとんど観察されな

かった。 

② 共培養システムによる遺伝毒性試験 

 MWCNT の RAW のみ、及び RAW と

GDL1 の両細胞への暴露群ともに、コント

ロールと比較して変異頻度の上昇傾向が観

察された。また、この時に観察された変異

頻度に対して、MWCNT の繊維長の違いは

影響していないことがわかった。 

5) 3D皮膚モデルを用いたナノマテリアルの

経皮毒性評価系構築： 

① 金属ナノ粒子の表皮傷害性および表皮内侵入性 

Au NPs については、最終濃度 1・3・7・

15・31・62.5・125・250・500・1000 µg/mL

（システイン最終濃度 2260 µg/mL）で 24

時間曝露した。LDH assay の結果、Au NPs

は，いずれの用量でも有意な表皮傷害性を

示さなかった。また，HE 染色および金染色

の病理組織学的検索では、Au NPsは表皮内

に侵入せず，また接触する表皮表面に明ら

かな傷害を与えなかった（図 3）． 

Ag NPs については、最終濃度 31・125・

500・1000 µg/mL（システイン最終濃度

2260 µg/mL）で 24 時間曝露した． LDH 

assay の結果，Ag NPs は，いずれの用量で

も有意な表皮傷害性を示さなかった。また、

HE 染色および銀染色の病理組織学的検索を

行った結果、Ag NPsは、表皮内に侵入せず、

また接触する表皮表面に明らかな傷害を与

えなかった。 

② 単層培養系における金属ナノ粒子の細胞傷害性 

Au NPs については、最終濃度 0.3・0.7・

1.5・3.1・6.2・12.5・25・50・100 µg/mL

（システイン最終濃度 226 µg/mL）で 24 時

間曝露した。LDH assayおよび NR assayに

よる細胞毒性解析を行った結果、Au NPsは，

いずれの用量でも有意な毒性を示さなかっ

た。 

Ag NPs については、最終濃度 0.3・0.7・

1.5・3.1・6.2・12.5・25・50・100 µg/mL シ

ステイン最終濃度 226 µg/mL）で 24時間曝

露した。LDH assayおよび NR assayによる

細胞毒性解析を行った結果，Ag NPsは，い

ずれの用量でも有意な毒性を示さなかった． 

6) ナノマテリアル曝露による網羅的遺伝子

発現解析およびエピジェネティクスマーカ

ーの検索： 

 マイクロアレイに搭載されている miRNA

プローブ 2549 種類に対して、各曝露条件に

おいて検出された miRNA 数は 103～166 個

であった。各曝露条件において、いずれか

1 つ以上の条件でシグナル強度が得られた

miRNAプローブは 68個あり、この 68個に

ついて階層的クラスタリングを行なった。

培養 24 時間後において、磁性ナノ粒子に暴

露された細胞の miRNA の発現パターンが、

暴露されていない細胞の発現パターンとは

異なっていることを示した。非修飾磁性ナ

ノ粒子と修飾磁性ナノ粒子に暴露された細

胞での miRNA 発現パターンは異なるが、

これらの磁性ナノ粒子の濃度の違いは

miRNA の発現パターンに大きな影響を及ぼ

さないことが推測された。培養後 72 時間に
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おいて、修飾磁性ナノ粒子に暴露された細

胞の miRNA 発現パターンは磁性ナノ粒子

に暴露されていない細胞と大きな違いはな

いが、非修飾磁性ナノ粒子に暴露された細

胞の miRNA 発現パターンは磁性ナノ粒子

に暴露されていない細胞とは異なることを

示した。磁性ナノ粒子の影響で発現が変化

する miRNA の同定を試みた。いずれかの

条件で発現量がコントロールに比べて変動

した miRNA のリストを作成したが、磁性

ナノ粒子の影響が顕著に反映されている

miRNA を見出すことは困難であったが、

昨年度のリストとの比較から miR-1260b が

昨年度と同様の傾向を示すことが見出され

た。 

7) 切片担体培養系を用いたナノマテリアル

のリスク評価系の構築およびナノマテリア

ルの細胞内動態の解析： 

 ①切片担体培養系を用いたナノマテリアルのリスク評価系の構築  

  肝および肺組織切片担体培養における

A549の細胞密度の経時変化より、肝あるい

は肺組織切片担体培養において、アセトン

固定かつ切片の厚さが 4 μmで実験を行う事

に決定した。吸光度の測定値から直接算出

した生存率は、スライド上非曝露群が 100.0 

± 2.96 %、スライド上 100 µg/mL曝露群が

105.5 ± 4.11 %、肺切片担体上非曝露群が

97.0 ± 3.57 %、肺切片担体上 100 µg/mL曝

露群が 104.5 ± 5.28 %、肝臓切片上非曝露

群が 90.7 ± 1.60 %、肝臓切片担体上 100 

µg/mL曝露群が 99.7 ± 2.54 %であった。

いずれも統計学的に有意差を示す減少は認

められなかった。組織切片担体上の細胞を

回収し、Flow cytometryによって細胞内

ROS産生量を定量した。スライドガラス上

では曝露群 100 ± 20.2 %、100 µg/mL曝露

群 125.0 ± 51.1 %、肺切片担体上では非曝

露群時 100 ± 39.6 %、100 µg/mL曝露群

122.3 ± 22.1 %、肝臓切片担体上では非曝

露群 100 ± 12.9 %、100 µg/mL曝露群

114.1 ± 33.0 %であった。いずれも統計学

的に有意差を示す上昇は認められなかった。 

②ナノマテリアルの細胞内動態及び機能

解析： 細胞の種類に問わず、Fe3O4NPs は

ミトコンドリアあるいは細胞質に存在し、

Fe3O4NPs-COOH はライソゾームと思われる

構 造 物 に 集 積 す る の を 認 め た 。             

曝露 72 時間後の前立腺癌細胞株 LNCaP、

DU145 の細胞生存率の結果では、LNCaP に

関して、非曝露群と比べて  Fe3O4NPs 100 

µg/ml、200 µg/ml では、p＜0.001 の有意差

で低下が認められた。また、 Fe3O4NPs-

COOH 100 µg/ml では p＜0.01 、200 µg/ml 

では、p＜0.001 の有意差で低下が認められ

た。DU145 に関して、非曝露群と比べて 

Fe3O4NPs 200 µg/mlでは、p＜0.05の有意差

で低下が認められた。また、 Fe3O4NPs-

COOH 200 µg/ml では、p＜0.05の有意差で

低下が認められた。 

 24 時間曝露後の細胞内 ROS 生成量を定

量化した解析結果では、非曝露群と比べて

Fe3O4NPs 100 µg/ml では、p＜0.05、200 

µg/ml では、p＜0.01 の有意差での低下が認

められた。 

 細胞内 GSH を定量化した解析結果では、

ナノ粒子の修飾の有無あるいは細胞の種類

により、細胞内の GSH 量の変化は異なった。

DU145 に関して、非曝露群と比べて 

Fe3O4NPs 200 µg/mlでは、p＜0.05の有意差

で低下が認められた。 

D. 考察 

1)ナノマテリアルの作成及びキャラクタリ

ゼーション： 

システインは CTAB に比べて小さい分子

であるため、ナノ粒子表面に結合する分子

の数はシステインの方が多く、システイン

と Au NPsおよび Ag NPsは共有結合で結合

するため、CTAB よりも強固に結合すると

考えられる。これらのシステインの特性に
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より、Au NPs および Ag NPsの分散性が向

上したと考えられた。また、ウレアーゼの

酵素活性を活用したエマルジョン中でのチ

タンアルコキシドの加水分解・縮合により、

中空 TiO2ナノ粒子を 60℃以下の低温で作製

できることが明らかになった。 

2) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物

性解析： 

 同一条件で調製した NiO-Sigma 及び Ni-

Alfa の細胞毒性試験結果より、ばらつきが

大きいが、Ni-Alfa の細胞毒性が強い傾向を

認めた。この要因として、二次粒子径が同

程度であれば、一次粒子径が小さいほど一

つの二次粒子を構成している一次粒子の数

は多くなり、表面積も大きくなる。そのた

め、細胞内に取り込まれるナノマテリアル

の一次粒子の数が多くなったり、細胞との

接触面積や溶出する Ni イオン量が多くなっ

たりし、結果として細胞毒性に違いが生じ

たものと考えられた。 

3) ナノマテリアルの細胞毒性及び遺伝毒性

発現メカニズムの解析： 

 細胞毒性試験の結果では、どちらの細胞

株も懸濁液中の NiOの二次粒子径が大きく

なるほど毒性が強くなる傾向が認められ、

その傾向は、A549細胞において顕著に観察

された。これは、由来の組織によるナノマ

テリアルに対する感受性や応答が異なるこ

とや、細胞の接着と浮遊で異なるため、ナ

ノマテリアルとの接触の状態が異なること

が、細胞内への取り込み等へ影響を与えて

いる可能性も考えられた。THP-1細胞にお

ける細胞表面マーカーCD54の発現変化は、

NiOナノマテリアルに対する応答において

も Niイオンが作用している可能性が考えら

れた。サイトカイン産生結果より、用量依

存的なサイトカイン産生の増加は認められ

たが、NiOによるサイトカイン産生に二次

粒子径は影響を及ぼさないと考えられた。 

4) ナノマテリアルによる DNA の直接及び

間接的損傷性評価系の構築および共培養系

及び 3D 皮膚モデルを用いたナノマテリア

ルの遺伝毒性評価系の構築： 

 コントロールと比較して両MWCNTとも

に変異頻度の上昇が観察されたものの、繊

維長の違いによる変異頻度への影響は観察

されなかった。同じMWCNTを用いて行っ

た、共培養系によるin vitro試験系でも、M

WCNTの暴露による変異頻度の上昇は観察

されたが、繊維長の違いによる変異頻度の

影響は観察されず、in vivo変異原性試験の

結果をサポートするものとなった。変異原

性誘発のメカニズム探索のため、本研究で

用いたMWCNTにより誘発される変異スペ

クトルの解析を試みた。現在のところ、in v

ivo試験で得られた一部の変異クローンの解

析データのみではあるが、何のMWCNT投

与でもG:C→A:T変異が増加しており、繊維

長の違いによる変異スペクトルの影響は殆

どないものと思われた。我々の以前の報告

によると、本研究で用いたものとは異なる

MWCNT (MWCNT-7)を用いて行ったin viv

o遺伝毒性試験の結果では、MWCNT-7投与

により、マウス肺ではG:C→C:G変異が上昇

したことを見出している。このことは、変

異誘発のメカニズムがMWCNT-7と本研究で

用いたMWCNT-S/-Lでは異なる可能性が考

えられる。その要因は不明である。おそら

く、細胞内への取り込みやROS産生能など

を介したものと推測されるので、今後は、

これらの点についても検討を行う必要があ

ると思われる。毒性誘発のメカニズムが明

らかになれば、有用なナノマテリアルの毒

性低減化方法の提言へとつながると思われ

る。 

5) in vivo動物実験による新規 in vitroリスク

評価系の有効性の検証： 

 Au NPs・Ag NPsは、少なくとも本実験

条件下において、3D ヒト皮膚再構成系・単

層培養系いずれでも明らかな細胞傷害性を
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示さず、また、3D ヒト皮膚再構成系で表皮

内に侵入しないことが明らかとなった。Au 

NPs の細胞毒性量については、実験に供す

る Au NPsの物性や細胞の種類などに依存し

て異なるためばらつきが大きいが，種々の

哺乳類細胞培養系を用いて 1 nM から 300 

µM で有意に検出された例が報告されてい

るが、本研究では、それら先行報告よりは

るかに高い用量で細胞傷害性がみられてい

ない。このことは、本研究が実験に供した

Au NPsがそれら先行報告で使用されたもの

に比べて毒性が低いものであったか，肝

（癌）細胞や再構成皮膚組織が Au NPsの毒

性に対して感受性が低かったか，または，

それらの両者であったことが示唆された。

また，3D ヒト皮膚再構成系においては，

5.08 mM という莫大な用量で曝露しても表

皮傷害性を示さず，表皮内に侵入しなかっ

た結果は金ナノ粒子が表皮細胞内に侵入す

らできないことを明確に示したものである

が，本研究で用いた 3D ヒト皮膚再構成系は

毛孔とその付属組織や汗腺などがないため，

それらを介した侵入の可能性については評

価できない。 

6) ナノマテリアル曝露による網羅的遺伝子

発現解析およびエピジェネティクスマーカ

ーの検索： 

 miRNAマイクロアレイによる網羅的な

解析から、本研究の問題点が明らかになっ

た。すなわち、磁性ナノ粒子の影響は、培

養の違いあるいは培養時間の違いによる細

胞の生理的変化よりも小さいため、培養条

件の影響により隠れてしまうことである。

これは、磁性ナノ粒子のmiRNA発現に与

える影響は、非常に小さいということを示

唆している。磁性ナノ粒子の細胞活性に与

える影響も 100あるいは 200 μg/mlという高

い曝露量においても 10～20％程度の低下で

あるため、細胞全体の平均として考えると、

細胞機能あるいは細胞の生理状態にほとん

ど影響していないということができる。す

なわち、磁性ナノ粒子でアポトーシスやネ

クローシスが誘導されても、あるいは細胞

活性が低下しても、それは特定の細胞に起

こった現象であり、全体から見ると無視し

てもよい程度のものであると考えることが

できる。 

8) 切片担体培養系を用いたナノマテリアル

のリスク評価系の構築およびナノマテリア

ルの細胞内動態の解析： 

 ①A549 細胞の切片担体培養系の条件設定

後に、磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs)の曝露実

験を行った。これらの実験より、切片担体

の種類に依存した細胞生着・増殖を認め、

曝露実験での活性酸素種（ROS）の発生及

び細胞生存率の変化を認めたが、統計学的

有意差は認められなかった。この培養系の

評価は、GDL-1 細胞を使用した変異頻度・

様式の解析が必要と考えられた。 

 ②同一腫瘍なるも活性酸素種に対する応

答が異なる２つの前立腺癌に対する非修

飾・カルボキシル基修飾の磁性体ナノ粒子

の影響を調べた。修飾により、ナノ粒子の

細 胞 内 局 在 が 異 な り 、 ROS-

dependent/independent の反応が生じることが

明らかにされた。一方、その反応の程度は、

細胞種により異なる可能性が示された。 

E. 結論 

ナノマテリアルの毒性評価において、ナノ

粒子の物理化学的性状および形状・表面修

飾は重要な因子である。また、in vitro実験

系での二次粒子径あるいはコロナの形成等

も重要な因子である。本研究グループにお

いて、一次粒子径と二次粒子径の関係が細

胞毒性に影響を与える事やナノ粒子の分散

性に重要な分散剤の毒性を排除する製造法

に新たな知見が得られた。MWCNTに対す

るin vivoおよび共培養システムによる遺伝

毒性試験より、共培養系の妥当性およびM
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WCNTの長さに影響されない可能性がある

事が認められた。さらに、3D皮膚モデルを

用いたナノマテリアルの経皮毒性評価系構

築では、いくつかの考慮すべき点が存在す

るが、皮膚組織のナノ粒子侵入に対する抵

抗性が認められた。非修飾/カルボキシル基

修飾磁性体ナノ粒子のA549細胞への曝露実

験で、網羅的遺伝子発現解析を行い、miRN

Aのクラスタリング解析から、ナノマテリア

ルによる特徴的なmiRNA変動、すなわちマ

ーカーとしての可能性を認めたが、酸化鉄

ナノ粒子曝露マーカーとしての解析は検討

を要する点も認めた。A549細胞の切片担体

培養系の使用可能を認めた。また、酸化鉄

ナノ粒子の細胞への影響は、粒子側の修飾

によるROS産生の有無のみならず、細胞側

の活性酸素種に対する抵抗性との複合的関

わりを明らかにした。 
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