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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うことが必須であり、

その結果仮にリスクがある場合にはベネフ

ィット・リスクバランスを考慮した適切な

リスク低減を図ることが必要である。当該

リスク評価に当たっては、動物愛護の3Rの

観点から、動物実験代替法の開発も要求さ

れる。本研究は、全体として、ナノマテリ

アルの物性解析、新規in vitroリスク評価系

の確立、細胞内応答機構等を指標とした当

該in vitroリスク評価系と従来の評価系の比

較、新たなリスク評価バイオマーカーの確

立、適切な動物実験等による当該in vitroリ

スク評価系の妥当性検証などを目的として

行われている。              

本分担研究の目的は、3D ヒト皮膚再構成系を利用して、ナノマテリアルの経皮毒

性の新しい in vitro スクリーニング評価モデルを開発することである。本年度は、

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 3D ヒト皮膚再構成系において金ナノ粒子および銀ナノ粒子の表皮傷害性と表皮

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、

当該ナノ粒子の細胞傷害性について、それぞれ解析した。その結果、3D ヒト皮膚

再構成系においては、細胞死による培養液中への乳酸脱水素酵素漏出を指標として

解析した結果、金ナノ粒子・銀ナノ粒子共に最高 1000 µg/mL の濃度まで表皮傷害

性を示さなかった。また、病理組織学的に検索したところ、金ナノ粒子・銀ナノ粒

子は、いずれも、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。単層培養系においては、細胞死による培養液中への乳酸脱水素酵素漏出

または生細胞によるニュートラルレッド取り込みを指標として解析した結果、金ナ

ノ粒子・銀ナノ粒子共に最高 100 µg/mL の濃度まで細胞傷害性を示さなかった。以

上より、金ナノ粒子・銀ナノ粒子は、本実験条件下において明らかな細胞傷害性を

示さず、また、表皮内に侵入しないことが明らかとなった。また、LabCyte EPI モ

デルは、ナノマテリアルの経皮毒性の新しい in vitro スクリーニング評価モデルに

利用し得るものと評価された。 
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その中で、本分担研究の目的は、3Dヒト

皮膚再構成系を用いて、金属ナノ粒子の経

皮毒性に関する新規in vitro評価系を構築す

ることである。 

 

B. 研究方法 

1) 細胞 

 3D ヒト皮膚再構成系としては、LabCyte 

EPI 24 モデル（株式会社ジャパン・ティッ

シュ・エンジニアリング）（図 1）を、当該

モデルに添付の培養液と共に用いた。培養

条件は、温度 37℃、受動湿潤、気相条件

95%空気・5%二酸化炭素とした。なお、

LabCyte EPI 24 モデルは、14 日齢にて納入

され、24 時間培養後の 15 日齢にて実験に

供した。 

単層培養系としては、HepG2細胞を，

Low-Glucose-D-MEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium)にL-グルタミン酸溶液・ペ

ニシリンストレプトマイシンを添加して胎

仔ウシ血清を10%混合した培養液で継代し

たものを用いた。培養条件は、前項と同様

とした。 

2) 金属ナノ粒子 

金ナノ粒子・銀ナノ粒子は、本研究の研

究分担者である林 幸壱朗 博士（名古屋大

学エコトピア科学研究所）が作成し、本研

究班全体に分配したものである。詳細は、

林博士の報告書を参照されたい。 

金ナノ粒子（一次粒径4-10 nm）は、シス

テイン水溶液（2260 µg/mL）を媒体とし、

濃度7300 µg/mLの懸濁液として供給された。

一方，銀ナノ粒子（一次粒径4-10 nm）は，

同様のシステイン水溶液を媒体とし、濃度

5500 µg/mLの懸濁液として供給された。 

3) 生化学的細胞毒性解析 

細胞毒性は、細胞死による培養液中への

乳酸脱水素酵素漏出（LDHアッセイ）、ま

たは生細胞によるニュートラルレッド取り

込み（NRアッセイ）を指標として、解析し

た。詳細な実験条件は、結果の項に記す。 

4) 病理学的表皮傷害性および表皮侵入性解

析 

3Dヒト皮膚再構成系においては、ヘマト

キシリン・エオジン（HE）染色に加え、金

染色・銀染色を行い、表皮傷害性および表

皮内侵入性について解析した。詳細な実験

条件は、結果の項に記す。 

5) その他 

3Dヒト皮膚再構成系においては、今後の

金・銀の含有量に関する分析学的解析に供

するため、実験終了時に培地を回収すると

共に、表皮組織の一部を凍結保存した。 

 

（倫理面への配慮） 

細胞生物学的研究に関する国際的・国内

的・東京農業大学学内的な諸規則に基づき，

必要な倫理的配慮を施した。 

 

C. 研究結果 

1) 3D ヒト皮膚再構成系における金属ナノ

粒子の表皮傷害性および表皮内侵入性 

金ナノ粒子については、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。陰性対照には蒸留水を、

媒体対照にはシステイン（最終濃度 2260 

µg/mL）を、それぞれ投与した。被験物質

または対照物質は、いずれの場合も、3D ヒ

ト皮膚再構成系の表皮表面に 100 µL の容量

で投与した。LDH アッセイによる解析を行

った結果、金ナノ粒子は、いずれの用量で

も有意な表皮傷害性を示さなかった（図 2）．

また、HE 染色および金染色による病理組織

学的検索を行った結果、金ナノ粒子は、表

皮内に侵入せず、また接触する表皮表面に
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明らかな傷害を与えなかった（図 3）。 

銀ナノ粒子については、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。陰性

対照には蒸留水を、媒体対照にはシステイ

ン（最終濃度 2260 µg/mL）を、それぞれ投

与した。被験物質または対照物質は、いず

れの場合も、3D ヒト皮膚再構成系の表皮表

面に 100 µL の容量で投与した。LDH アッ

セイによる解析を行った結果、銀ナノ粒子

は、いずれの用量でも有意な表皮傷害性を

示さなかった（図 4）。また、HE 染色およ

び銀染色による病理組織学的検索を行った

結果、銀ナノ粒子は、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 5）。 

2) 単層培養系における金属ナノ粒子の細胞

傷害性 

金ナノ粒子については、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。陰性対照には蒸留水を、

媒体対照にはシステイン（最終濃度 226 

µg/mL）を、それぞれ投与した。被験物質

または対照物質は、いずれの場合も、ウェ

ルあたり 100 µL の培養液中に 10 µL の容量

で投与した。LDH アッセイ（図 6）および

NR アッセイ（図 7）による細胞毒性解析を

行った結果、金ナノ粒子は、いずれの用量

でも有意な毒性を示さなかった。 

銀ナノ粒子については、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。陰性対照には蒸留水を、

媒体対照にはシステイン（最終濃度 226 

µg/mL）を、それぞれ投与した。被験物質

または対照物質は、いずれの場合も、3D ヒ

ト皮膚再構成系の表皮表面に 100 µL の容量

で投与した。被験物質または対照物質は、

いずれの場合も、ウェルあたり 100 µL の培

養液中に 10 µL の容量で投与した．LDH ア

ッセイ（図 8）および NR アッセイ（図 9）

による細胞毒性解析を行った結果、金ナノ

粒子は、いずれの用量でも有意な毒性を示

さなかった。 

 

D. 考察 

以上の結果より、金ナノ粒子・銀ナノ粒

子は、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。なお、金ナノ粒子の

最大無毒性量（NOAEL）は、3D ヒト皮膚

再構成系で 1000 µg/mL (= 5.08 mM)、単層培

養系で 100 µg/mL (= 0.51 mM)であった。一

方、銀ナノ粒子の NOAEL は、3D ヒト皮膚

再構成系で 1000 µg/mL (= 5.26 mM)、単層培

養系で 100 µg/mL (= 0.53 mM)であった。 

金ナノ粒子の細胞毒性量については、実

験に供する金ナノ粒子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(1-3)。これに対して、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金ナノ粒子が

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金ナノ粒子の毒性に対

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を示唆する。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。金属ナ

ノ粒子の皮膚透過性について、現時点では

透過しないという理解が支配的であるが、

そうでないことを示す知見も報告されてい

る(4-11)。したがって、本研究の結果は金ナ
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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。しかし、先行研究の多くは、それらの

経路を介した金属ナノ粒子の皮膚透過性が

ないか、あったとしても明らかな毒性を誘

導するレヴェルのものでないとしている

(4,6,7,10,11)。なお、ヒトや動物の皮膚には、

バリア機能があり、外来化学物質に対する

防御機構の一翼を担っている(12)。本研究

の 3D ヒト皮膚再構成系における金ナノ粒

子の表皮侵入性の欠如には、このバリア機

能が再現されて関与しているものと推察さ

れる。 

銀ナノ粒子の細胞毒性量についても、金

ナノ粒子の場合と同様に、種々の哺乳類細

胞培養系を用いて 5 nM から 2.36 µM の

50%毒性量が報告されている(13,14)。これ

に対して、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、金ナノ粒子の場合

と同様に、本研究が実験に供した銀ナノ粒

子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銀ナノ粒子の毒性

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を示唆する。また、

3D ヒト皮膚再構成系においては、5.26 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。本研

究の結果は、銀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。この点に関する考察は金ナノ粒子

の場合と同様であるので、ここでは繰り返

さない。 

本研究は、少なくとも本実験条件の下で

金ナノ粒子・銀ナノ粒子の毒性が低いこと

を明らかにしたが、これらが明確な遺伝毒

性を持たない(15)ことを考え合わせると、

金ナノ粒子・銀ナノ粒子の安全性を比較的

高く評価してよいことが示唆された。 

 

E. 結論 

以上より、金ナノ粒子・銀ナノ粒子は、

本実験条件下において明らかな細胞傷害性

を示さず、また、表皮内に侵入しないこと

が明らかとなった。また、LabCyte EPI モデ

ルは、ナノマテリアルの経皮毒性の新しい

in vitro 評価系として利用し得るものと評価

された。 
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図１．3D ヒト皮膚再構成系としての LabCyte EPI 24 モデル 

被験物質  

内装カップ  

再構成ヒト皮膚組織 

液体培地 
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図 2．3D ヒト皮膚再構成系における金ナノ粒子の表皮傷害性（LDH アッセイ）、平均±標

準偏差． 

 

 

図 3．3D ヒト皮膚再構成系における金ナノ粒子の表皮傷害性および表皮侵入性（HE 染色お

よび金染色） 
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図 4．3D ヒト皮膚再構成系における銀ナノ粒子の表皮傷害性（LDH アッセイ）、平均±標

準偏差． 

 

 

図 5．3D ヒト皮膚再構成系における銀ナノ粒子の表皮傷害性および表皮侵入性（HE 染色お

よび銀染色） 
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図 6．単層培養系における金ナノ粒子の表皮傷害性（LDH アッセイ）、平均±標準偏差． 

 

 

図 7．単層培養系における金ナノ粒子の表皮傷害性（NR アッセイ）、平均±標準偏差． 
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図 8．単層培養系における銀ナノ粒子の表皮傷害性（LDH アッセイ）、平均±標準偏差． 

 

 

図 9．単層培養系における銀ナノ粒子の表皮傷害性（NR アッセイ）、平均±標準偏差． 

 

 


