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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。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。 

研究要旨：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とした。平成29年度（3年計画の3
年目）は、次のような成果を得た。ナノ粒子の合成条件を 適化することによる精密

な形状制御およびサイズ制御できる方法、一次粒子径や二次粒子径と細胞毒性との関

係から、溶出イオンや細胞内取り込みの重要性を示した。解決しなければならない

問題もあるが、マウス肺より樹立した細胞株(GDL1細胞) とマクロファージ(RAW26
4.7)の共培養システムの可能性を示した。3D皮膚モデル(LabCyte EPI-MODEL)を用
いたナノマテリアルの経皮毒性評価系構築では、単層培養と比較しながら、病理学

的、生化学的など多面的に解析し、皮膚組織のナノ粒子侵入に対するバリア機能な

どを明らかにし、in vivoに外装できる皮膚一般毒性評価系として使用できる事を示
した。カーボンナノチューブ(CNT)のA549、DU145細胞への曝露実験で、網羅的遺伝
子発現解析を行い、miRNA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、すなわちマーカー抽出の可能性を示した。加えて、ナノ粒子
がエクソソームの放出に及ぼす影響を調べた結果、単球およびマクロファージがリン酸

カルシウム粒子を取り込むと、放出するエクソソーム量が増加することを見出した。組

織特異的な特徴を示すA549細胞の切片担体培養系の使用可能性を示した。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産生の有無を起点とするa
utophagyの関与を明らかにし、有害性発現経路に関わる結果を示した。	
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本研究は、(i)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)、(ii)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、 (iii)それらを用いたナ
ノマテリアルのリスク評価、(iv)当該評価結
果に基づくリスク低減化方策の考案と検証

を柱とした。 
	 平成29年度、(1)ナノマテリアルの作製及
びキャラクタリゼーション（林）、(2) 細胞
応答に及ぼすナノマテリアルの物性解析(河
上)、(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）、(4)
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（戸塚）、

(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）、(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）、(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（渡邉）

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製及びキャラクタリ
ゼーション：	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
	 各種条件で尿素とウレアーゼを蒸留水 10 
mLに溶解した。この水溶液に TiCl4 230 µL
をドラフト内で加え、発煙が収まったら溶

液をよく攪拌し、60 ℃の条件で 3 日間反応
を行った。尿素 96 mgおよびウレアーゼ 50 
mg を水 10 mL に溶解させた。この水溶液
に tetrabutyl orthotitanate 717 µL または

bis(2,4-pentanedionato)-bis(2-propanolato) 

titanium 1019 µLまたは tetrabutyl orthotitanate 
tetramer 1851 µL ま た は tetraisopropyl 
orthotitanate 636 µLを加え溶液をよく撹拌し、
60 ℃の条件で 3 日間反応を行った。反応終
了後、生成物を水で 3 回洗浄し 終的に 10 
mLの水に分散させた。 
(2)細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物性
解析： 
	 Sigma-Aldrich の NiO ナノマテリアル

（NiO-Sigma）及び Alfa Aesar 製の Ni ナノ
マテリアル（Ni-Alfa）を用いた。遊星ボー
ルミル型湿式ナノ粉砕機を用いた法に従い

懸濁液の調製を行った。NiO-sigma 及び Ni-
alfaナノマテリアルの 10%FBS-MEM懸濁液
（0.1 mg/mL）について、調製直後及び 37℃
で 24 時間インキュベートしたものについて
Ni イオン濃度を測定した。細胞毒性試験に
は A549 細胞（JCRB 細胞バンク）を用いた。
A549 細胞を 96-well プレートに播種
（5×103 cell/well）し、24 時間後に塩化ニッ
ケルを含む液体培地を添加して 48 時間培養
した。培地除去後、100 µL の Phenol Red-
free MEM 培地及び 20 µL の Cell Titer 96® 
Aqueous One Solution Reagent（MTS試薬、
Promega）を添加し、5%CO2 インキュベー

ターで 37℃、1 時間反応させた。その後、
生成したフォルマザンをマイクロプレート

リーダーにて測定（波長 440 nm）した。 
(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： 
	 酸化亜鉛ナノマテリアル懸濁液は、

Sigma-Aldrich 及び NanoTeK Alfa Aesarのナ
ノ分散製品を用いた（以下、ZnO(sigma)、
ZnO(alfa)と略す）。注射用水にて 10 mg/mL
に調製し、懸濁原液とした。NiO ナノマテ
リアル懸濁液は、Sigma-Aldrich の NiO ナノ
マテリアル (一次粒子径 : <50 nm)を用い、
サイズの異なる粉砕用ジルコニアボール 
(直径 0.05, 0.1, 0.5 mm)と遊星ボールミル型
粉砕機 NP-100 (シンキー)にて、二次粒子径
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の異なる NiO懸濁原液 (10 mg/mL)を調製し
た。細胞毒性試験方法として、チャイニー

ズハムスター肺線維芽細胞 V79 (JCRB)を用
いたコロニー形成試験は、ISO 10993-5:2009
に従い、行った。また、培養表皮モデル

LabCyte EPI-MODEL (ジャパン・ティッシ
ュ・エンジニアリング (以下 J-TEC))を用い
て、細胞毒性試験を行った。培養表皮モデ

ル LabCyte EPI-MODEL の培養上清中の
Interleukin-8 (IL-8)、IL-1β、Tumor Necrosis 
Factor-α (TNF-α)、IL-1α、MIF を ELISA に
より測定した。 
(4)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：	 	 	    
細胞毒性試験：各マグネタイトナノ粒子

(BMS-10、ポリアクリル酸修飾なし；
BMSC-5、ポリアクリル酸修飾あり)を単培
養の GDL1 に 6.25〜 200 µg/mL で、

RAW264.7に 3.125〜200 µg/mLで 24時間曝
露し、曝露した際の細胞生存率を NR assay
により測定した。 
共培養システムによる遺伝毒性試験法：

GDL1 細胞を播種して 24 時間培養した後、
ThinCertTM (pore size; 0.4 µm、high density: 
greiner bio-one) を各 well に入れ、インサー
ト内に RAW264 を播種、24 時間培養した。
BMSC-5 及び BMS-10 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。 
マグネタイトナノ粒子の細胞への取り込

み：6well plate に GDL1 及び RAW264.7 を
1.0×106 cells/well及び 2.0×106 cells/wellで播
種し、24 時間前培養した。各細胞に BMS-
10及び BMSC-5を 50 µg/mLで 24時間曝露
した後、トリプシン処理により細胞を回収

し、1mL の PBS で再懸濁した後、10%ホル
マリン溶液を入れ細胞固定を行なった。フ

ローサイトメーター(FCM)を用いて、得ら
れた細胞固定サンプルの解析を行った。 
(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：	    	 	 	 	 	 	 	
培養系：3Dヒト皮膚再構成系として、LabCyte 
EPI 24MODEL（株式会社ジャパン・ティッシュ・

エンジニアリング）を、当該モデルに添付の培

養液と共に用いた。単層培養系としては、正常

ヒト表皮由来ケラチノサイトNKEK（クラボウ）また

はヒト肝癌由来細胞HepG2を、適宜継代したも

のを用いた。 
被験物質：陽性対照物質としては、農薬として

用いられるフタルイミド系殺菌剤で、皮膚毒性

が報告されているフォルペット（N-（トリクロロメチ

ルチオ）フタルイミド）（シグマ・アルドリッチ）を、

ジメチルスルホキシド（DMSO）を溶媒として用

いた。マグネタイトナノ粒子は、一次粒径1-100 
nmのマグへマイト（Γ-Fe2O3）およびマグネタイト

（Fe2O4）粒子から成り、蒸留水（pH 9.6）を媒体と

し、表面をカルボキシル基で修飾されたもの（表

面修飾マグネタイト）が2.2%、されていないもの

（表面非修飾マグネタイト）が2%の濃度の懸濁

液として供給された。 
暴露及び解析：被験物質への曝露は、3Dヒト皮
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膚再構成系において表皮組織上面から、単層

培養系において培地中へ、それぞれ行った。

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 assay）、生細胞によるニ

ュートラルレッド取り込み（NR assay）、生細胞に

よる3-（4,5-ジ-メチルチアゾール-2-イル）-2,5-ジ
フェニルテトラゾリウム臭化物取り込み（MTT 
assay）、生細胞によるレサズリン取り込み

（Alamar Bule assay）を指標として、それぞれ生

化学的に解析した。3Dヒト皮膚再構成系にお

いては，さらに、表皮傷害性および表皮内侵入

性についての病理組織学的解析、培地の鉄含

有量をICP-MSにより測定、フィラグリン（FLG）、

クローディン1（CLDN1）、腫瘍壊死因子アルフ

ァ（TNF-α）遺伝子発現を解析した。 
(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: 
DU145 細胞及び A549 細胞にカーボンナノ
チューブ(CNT)を 24 時間暴露し、細胞から
RNA を抽出したのち、 Agilent G4870C 
SurePrint G3 Human v21 miRNA 8x60K 
Microarray Kit にて miRNA の発現を解析し
た。アレイ上の各スポットの蛍光強度は

Agilent G2600D SureScan Microarray Scanner
により計測し、Agilent Feature Extraction 
v11.5によって数値化した。 
なお、それぞれの曝露サンプルは、以下

のようにサンプル名を付した： 
DU145 Ctrl: DU145 細胞のコントロール。
DU145 L20: DU145 細胞に CNT(Long)を 20 
µg/mLの濃度で曝露。 
DU145 L200: DU145 細胞に CNT(Long)を
200 µg/mLの濃度で曝露。 
DU145 S200: DU145細胞に CNT(Short)を 
200 µg/mLの濃度で曝露。 
A549 Ctrl: A549細胞のコントロール。 
A549 L20: A549細胞に CNT(Long)を 20 
µg/mLの濃度で曝露。 
A549 L200: A549細胞に CNT(Long)を 

200 µg/mLの濃度で曝露。 
A549 S200: A549細胞に CNT(Short)を 
200 µg/mLの濃度で曝露。 
RAW264.7および THP-1細胞を 500および
1000 µg/ mLの濃度のリン酸カルシウム粒子
を含むエクソソーム枯渇 FBS（Thermo 
Fisher）を補充した培地で 1、2、4、6、24、
48および 72時間培養し、細胞を遠心分離
により培地から除去した。培地中のエクソ

ソームは、Total Exosome Isolation Kit
（Thermo Fisher）を用いて集めた。 エクソ
ソームの数は、EXOCETエクソソーム定量
アッセイキット（System Biosciences、Palo 
Alto、CA、USA）を用いて測定した。 
(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： 
	 使用細胞株と細胞培養：本実験ではアン

ドロゲン非依存性前立腺癌細胞株 DU145 お
よびヒト肺上皮細胞由来 A549 を使用した。
これら細胞株は ATCC (American Type 
Culture Collection)より入手した。 
使用した磁性体ナノ粒子：非修飾磁性体ナ

ノ粒子(Fe3O4 NPs)は戸田工業株式会社より
購入し、また、表面をカルボキシル基で修

飾した磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs-COOH)は、
Institute for Integrated Cell-Material Sciences 
(iCeMS)、京都大学より購入した。 
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(Fe3O4 
NPs)の曝露実験を行った。曝露前後の細胞
の Integrin-�1 および上皮成長因子受容体
(EGFR)の発現をリアルタイム PCRで解析を
した。 
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 において、
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、Autophagy 関連タンパク質の
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発現をウエスタンブロット解析および

Monodansylcadaverine (MDC, Cayman 
Chemical, Ann Arbor, MI, USA)を用いて、蛍
光顕微鏡観察を行い、定量化した。 
（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製及びキャラクタリ
ゼーション： 
	 酵素（ウレアーゼ）と尿素を用いた酸化

チタンナノ粒子の合成（Ti 源：TiCl4）では、 
針状粒子の集合体、中空構造の中空ナノ粒

子、針状粒子からなる不規則な凝集体球状

粒子が得られた。TiCl4 以外の原料からの

TiO2 NPs の作製では、一次粒子の粒径は異
なるが全て球状粒子の凝集体が得られた。 
(2) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物
性解析： 
一次粒子径が異なり二次粒子径が同程度

の NiO-Sigma 懸濁液及び Ni-Alfa 懸濁液で
は、一次粒子径サイズの小さい Ni-Alfaの方
が Ni イオン濃度はやや高い傾向を示した。
そして、Ni イオンの細胞毒性試験の結果か
ら、Ni イオンの溶出が各ナノマテリアルの
細胞毒性に影響している可能性が考えられ

た。一方で、先行研究で細胞毒性に違いが

認められている一次粒子径サイズが同じで

二次粒子径サイズの異なる懸濁液では、懸

濁液中の Ni イオン濃度に差は認められなか

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： 
	 細胞毒性の評価に汎用されているチャイ

ニーズハムスター肺線維芽細胞 V79を用い
て、コロニー形成試験法により ZnOナノマ
テリアルの細胞毒性を評価した。その結果、

ZnO(sigma)の IC50は 9.8 µg/mL、ZnO(alfa)の
IC50は 12.6 µg/mLで、ZnO(sigma)の方が
ZnO(alfa)より細胞毒性が強かった。培養表
皮モデル LabCyte EPI-MODEL (J-TEC)に、2
種類の ZnOナノ分散製品(sigma, alfa)を、
100及び 400 µg/mLで 18時間暴露し、MTT
試薬により細胞毒性について検討した。そ

の結果、陽性対照の 1% SDSでは強い細胞
毒性を示したが、ZnOでは今回実施した
高濃度 400 µg/mLにおいても細胞毒性を示
さなかった。ZnOナノマテリアルによる培
養表皮モデル LabCyte EPI-MODEL(におけ
るサイトカインの産生について、ELISA kit
により、5 種類のサイトカインを測定した。
その結果、IL-8、IL-1α、MIFは、LabCyte 
EPI-MODELにおいてサイトカインの産生が
観察されたが、IL-1β及び TNF-αは検出限
界以下であった。 
チャイニーズハムスター肺線維芽細胞 V79
を用いて、コロニー形成試験法により NiO
ナノマテリアルの細胞毒性を評価した。そ

の結果、NiO (粉砕ジルコニアボールの直径
0.05mm)の IC50は 29.5 µg/mL、NiO (同直径
0.1mm)の IC50は 13.3 µg/mL、NiO (同直径
0.5mm)の IC50は 2.7 µg/mLで、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。培養表皮モデル

LabCyte EPI-MODELに、二次粒子径が異な
る 3種類の NiOナノマテリアル懸濁液を、
100, 200及び 400 µg/mLで 18時間暴露し、
MTT 試薬により細胞毒性について検討した。
その結果、陽性対照の 1% SDSでは強い細
胞毒性を示したが、NiOでは、ZnO同様、
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今回実施した 高濃度 400 µg/mLにおいて
も細胞毒性を示さなかった。NiOナノマテ
リアルによる培養表皮モデル LabCyte EPI-
MODELにおけるサイトカインの産生につ
いて、ELISA kitにより 5種類のサイトカイ
ンを測定した結果、IL-8、IL-1α、MIFは、
LabCyte EPI-MODELにおいてサイトカイン
の産生が観察されたが、IL-1β及び TNF-α
は検出限界以下であった。 
(4)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： 
細胞毒性試験: GDL1 単培養では、マグネタ
イトナノ粒子の表面修飾の有無に関わらず、

いずれの濃度においても殆ど毒性を示さな

かった。一方、RAW264 単培養では、BMS-
10は 200 µg/mLで BMSC-5は 6.25 µg/mLで
生存率が減少し、毒性が見られ、表面修飾

の有無で毒性強度に差があることがわかっ

た。 
共培養システムによる遺伝毒性試験法：共

培養条件下の RAW 細胞または RAW 及び

GDL1 の両細胞に BMS-10 と BMSC-5 を 24
時間暴露し、6〜7 日間培養した後、GDL1
細胞から DNA を抽出し、gpt 遺伝子を標的
とした変異原性試験を行った。マグネタイ

トナノ粒子曝露群では溶媒対照群と比較し

て変異頻度が増加する傾向が観察された。

また、BMS-10 では、単培養に比較して
RAW264.7 との共培養条件下で変異頻度が
上昇する傾向が観察されたが、BMSC-5 で
は、単層培養条件下で高い変異頻度が観察

されており、共培養条件下では MF が減少
する傾向が観察された。また、両 MGT を
比較すると、BMSC-5 の方が高い変異頻度
を示していた。更に、変異原性誘発のメカ

ニズム探索のため、本研究で用いた MGT
により誘発される変異スペクトルの解析を

試みた。その結果、両者では観察された変

異スペクトルが大きく異なることがわかっ

た。これらのことから、ポリアクリル酸の

表面修飾が遺伝毒性発現に何らかの影響を

及ぼしていることを認めた。 
ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込

み：BMS-10 と BMSC-5 を 24 時間曝露した
各細胞固定サンプルをフローサイトメータ

ーで解析を行った。FCM では、細胞の大き

さの指標である前方散乱光(FS)と細胞内の
複雑さの指標である側方散乱光(SS)を測定
した。BMS-10 曝露群は溶媒対照群と比較
してどちらの細胞も SS値が増加した細胞数
が増加し、細胞内取り込み量が増加した。

また貪食細胞である RAW264.7 の方が
GDL1 よりも取り込み量が多いことが観察
された。一方、BMSC-5 曝露群は溶媒対照
群と比較して、SS 値が増加した細胞数に変
化がなく、細胞内に殆ど取り込まれていな

いことが観察された。 
(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： 
フォルペット： 
3Dヒト皮膚再構成系で、フォルペット最終濃度

0・100・1000・2000（遺伝子発現解析のみ1500） 
µg/mLで24時間曝露した。MTT assayおよび

LDH assayを試みた結果、角質層成熟再構成

系（13日培養品）では2000 µg/mLのみで、角質

非成熟再構成系の6日培養品では1000 µg/mL
以上で、それぞれ強い細胞毒性を示した。病理

組織学的解析では、角質層成熟再構成系（13
日培養品）において、2000 µg/mL群のみで基

底層細胞の配列の乱れと、有棘層・基底層細

胞の肥大を観察した。遺伝子発現については、

角質層成熟再構成系（13日培養品）において、

FLGとCLDN1に関して100 µg/mL以上で濃度

依存的に減弱し、TNF-αに関して1000 µg/mL
以上で増強した。NKEK単層培養系では、

MTT assayを試みた結果、30 µg/mL以上で強

い細胞毒性を示した。HepG2単層培養系で、

MTT assayを試みた結果、60 µg/mL以上で強

い細胞毒性を示した。 
表面修飾マグネタイト： 
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3D皮膚再構成系で、最終濃度0・2・6.7・20 
mg/mLで24時間曝露した。MTT assayおよび

LDH assayを試みた結果、角質層成熟再構成

系（13日培養品）・角質非成熟再構成系（6また

は3日培養品）のいずれにおいても、いずれの

用量でも細胞毒性を示さなかった。病理組織学

的解析において、表面修飾マグネタイトは、角

質層成熟再構成系（13日培養品）の表皮内に

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。ICP-MS解析は、表面修

飾マグネタイトの投与用量に依存して、角質層

成熟再構成系（13日培養品）培地中に鉄を検

出した。遺伝子発現については、角質層成熟

再構成系（13日培養品）の20 mg/mL群におい

て、FLGに関して低下し、CLDN1とTNF-αに関

して変化しなかった。NKEK単層培養系では、

表面修飾マグネタイトは、最終濃度0・1・10・

100・200 µg/mLで24または72時間曝露した。

Alamar Bule assayを試みた結果、24時間培養

ではいずれの用量でも細胞毒性を示さなかった

が、72時間培養では200 µg/mL群で強い細胞

毒性を示した。HepG2単層培養系では、表面修

飾マグネタイトは、 24または72時間培養のいず

れにおいても、いずれの用量でも細胞毒性を示

さなかった。 
表面非修飾マグネタイト： 
3D皮膚再構成系で、表面非修飾マグネタイトは，

最終濃度0・2・6.7・20 mg/mLで24時間曝露した。

MTTおよびLDH assayを試みた結果，角質層

成熟再構成系（13日培養品）・角質非成熟再構

成系（6または3日培養品）のいずれにおいても、

いずれの用量でも細胞毒性を示さなかった。病

理組織学的解析において、表面非修飾マグネ

タイトは，角質層成熟再構成系（13日培養品）の

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。ICP-MS解析は、

表面非修飾マグネタイトのいずれの用量でも、

角質層成熟再構成系（13日培養品）培地中に

鉄を検出しなかった。遺伝子発現については、

角質層成熟再構成系（13日培養品）の20 

mg/mL群において、FLGに関して低下し，

CLDN1とTNF-αに関して変化しなかった。

NKEK単層培養系で、表面非修飾マグネタイト

は、最終濃度0・1・10・100・200 µg/mLで24また

は72時間曝露した。Alamar Bule assayより、24
時間培養では200 µg/mL群で、72時間培養で

は100および200 µg/mL群で用量依存性に，そ

れぞれ強い細胞毒性を示した。HepG2単層培

養系で、Alamar Bule assayより、24または72時

間培養のいずれにおいても，いずれの用量でも

明らかな細胞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 232～309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 188 個あり、これらについて階
層的クラスタリングを行なった。この

clustering tree において、A549 細胞に CNT 
(Short) 200 µg/mL を曝露したサンプルが他
と挙動が大きく異なっている。また、

clustering tree の高さ方向の長さの違いから
DU145 細胞は A549 細胞より CNT の影響を
受けにくいことが分かる。さらに CNT 
(Long)の 20ug/mLと 200ug/mLが与える影響
の差は小さく、濃度よりも CNT の形状の違
い（Short か Long か）の方が細胞に与える
影響が大きいと分かる。 
次に、各条件のコントロールに対する発

現比（2 を底とする対数で表現した Log2
値）を求めた。その分布を表 1 に示す。
DU145 細胞は A549 細胞よりも CNT の影響
を受けにくいことから分布の幅が狭くなっ

ている。 
続いて、CNT 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
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発現量がコントロールに比べて変動した

（Log2値が 1以上もしくは-1以下）miRNA
は 129 個あった。そのうちの一部を表 2 に
示す。このリストから DU145 細胞と A549
細胞で共通して、CNT (Short) 200µg/mL に
より発現が亢進する miRNAとして hsa-miR-
5787, hsa-miR-7110-5p, hsa-miR-3679-5pの 3
つが見出された。hsa-miR-5787 は細胞増殖
や細胞分化に関与する遺伝子 ELF5 をター
ゲット遺伝子とする。昨年度の研究で非修

飾ナノ粒子を曝露したときも hsa-miR-5787
の発現が亢進した。このため、hsa-miR-
5787 は CNT やナノ粒子以外のナノマテリ
アルに対しても発現が亢進する可能性があ

る。また、A549 細胞で CNT (Short) 200 
µg/mL により発現が亢進する miRNA は計
68 個あったが、このうち多くで発現量が
Short 200 µg/mL ≫ Long 200 µg/mL > Long 20 
µg/mL の関係にあり、バイオマーカーの候
補としてスクリーニングから外す理由はな

い。バイオマーカーの発見のためには、

Short 200 µg/mLでの発現量が多い順になる
べく多くの miRNA について定量 PCR によ
りスクリーニングを行なうのが良いかもし

れない。 

(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： 
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
培養系の条件設定後に、細胞の状態を示す

Integrin�-1 および EGFR の発現を解析した。
肺及び肝臓からの組織切片を切片担体とし

て使用した。Integrinb-1 および EGFR の発
現は 2 次元培養より有意差を持って発現量
が上昇し、切片担体と細胞との相互関係が

構築された状態で培養されていると考えら

れた。ナノ粒子の暴露により、肝臓組織切

片担体上では、その発現が低下し、ナノ粒

子の影響を受けたが、肺組織切片担体上の

細胞では、ナノ粒子の細胞への影響は認め

なかった。この切片担体培養系が生体内の

臓器特異的（あるいは組織特異的）環境を

再現できる系である可能性が考えられた。 
ナノマテリアルの細胞内動態および機能解

析：ナノ粒子の修飾の有無に関係なく、

autophagy が誘導され、また以前の結果と合
わせると活性酸素種を産生する場合は、

apoptosis が加わり、細胞障害をもたらすと
考えられた。 
D. 考察 
(1)ナノマテリアルの作製及びキャラクタリ
ゼーション： 
原料や合成条件、またはこれらに依存する

反応速度の違いが生成物の形状に影響を与

えることが明らかになった。現在、新たな

合成方法を検討している 中であり、安定

的に中空構造のナノ粒子が得られつつある。

今後、さらなる条件検討により、この方法

を確立することを計画しいる。 
(2) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物
性解析： 
	 NiO-Sigma及び Ni-Alfaナノマテリアルに
ついて、液体培地中の Ni イオン濃度測定及
び Ni イオンの細胞毒性試験を実施した。
NiO-Sigma 懸濁液と Ni-Alfa 懸濁液では、
Ni-Alfa の方が Ni イオン濃度はやや高い傾
向を示した。Ni イオン細胞毒性試験の結果
から、Ni イオンの溶出が細胞毒性に影響し
ている可能性が考えられた。一方で、先行

研究で細胞毒性に違いが認められている、

二次粒子径サイズの異なる懸濁液では、懸

濁液中の Ni イオン濃度には差は認められな
かったそのため、一連の細胞毒性について、

溶出した Ni イオンの影響だけでなく、各ナ
ノマテリアルの細胞への取り込み量も影響

しているものと考えられた。 
(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： 
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	 本研究では、物理化学的性質の異なる 2
種類の ZnOナノマテリアル及び一次粒子径
が同じで二次粒子径が異なる 3種類の NiO
ナノマテリアルを用いて、再構築ヒト皮膚

モデル LabCyte EPI-MODELに対する細胞
毒性試験を実施したが、ZnO、NiO共に
高濃度 400 µg/mlにおいて細胞毒性を示さな
かった。同試験液を用いたチャイニーズハ

ムスター肺由来繊維芽細胞 V79細胞のコロ
ニー法による細胞毒性試験では、IC50値が

3-30 µg/mlであった。ZnOでは ZnO(sigma)
が ZnO(alfa)に比べて強い細胞毒性を示し、
NiOでは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。LabCyte EPI-
MODELでは、皮膚のバリア機能が高く、
今回実施した 高濃度でも、表皮内に侵入

しない可能性が考えられた。さらに、再構

築ヒト皮膚モデルでは、皮膚のバリア機能

があり、ナノマテリアルの細胞内への取り

込みが異なり、細胞毒性が異なることが、

サイトカインの産生へも影響を与えたと考

えられた。 
(4)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： 
	 表面修飾の異なるマグネタイトナノ粒子

（BMS-10及びBMSC-5）のRAW264.7および
GDL1細胞に対する毒性は、GDL1に対して
は BMS-10の方が強い毒性が見られ、
RAW264.7に対してはBMSC-5の方が強い毒
性が見られた。これは表面修飾の違いによ

ってそれぞれの細胞に対する毒性メカニズ

ムが異なっているのではないかと考えられ

た。また、共培養系によるin vitro遺伝毒性
試験系では、BMS-10とBMSC-5で異なる変
異頻度の増加が観察された。BMS-10は共培
養条件下でMFが増加しており、BMSC-5は
単培養条件下でMFの増加が観察された。こ
のことから、BMS-10はRAW264.7による間
接的な影響が強くでており、BMSC-5は
GDL1への直接的な影響が強くでているため、

遺伝毒性メカニズムが異なり、遺伝毒性に

違いが出たと考えられた。変異原性誘発の

メカニズム探索のため、本研究で用いた

MGTにより誘発される変異スペクトルの解
析を試みたところ、各MGTで大きく異なる
変異スペクトルが確認された。特にBMSC-5
曝露群ではBMS-10曝露群では見られなかっ
たGC>ATの変異が見られた。表面修飾の違
いにより大きく異なる変異スペクトルを示

したことから、表面修飾が遺伝毒性発現に

強い影響を示していると考えられた。さら

に、細胞への取り込みを観察した結果、

BMSC-5はBMS-10よりも細胞内に取り込ま
れなかった。このことからポリアクリル酸

の表面修飾を施すことによって、貪食細胞

に認識されず貪食されにくくなり、細胞内

に取り込まれにくくなったと考えられた。 
(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： 
	 フォルペットは、フタルイミド系殺菌剤（農薬）

で、皮膚傷害性がある。角質層成熟再構成系

（13 日培養品）では 2000 µg/mL の 24 時間暴

露で細胞毒性を示したが、角質層未熟再構成

系（6 日培養品）では 1000 µg/mL、単層培養ヒ

トケラチノサイトでは 3 µg/mL から細胞毒性を

示した。病理組織学的には、角質層成熟再構

成系・2000 µg/mL の 24 時間暴露で、表皮細

胞の変性がみられた。角質層成熟再構成系・

2000 µg/mL の 24 時間暴露では、細胞毒性が

検出できない 100 µg/mL の濃度より濃度依存

性に角質層バリア機能を示す FLG と基底層の

タイトジャンクションに関わる CLDN１の発現が

減弱し、炎症性サイトカインである TNF-α の発

現が増強した。加えて、フォルペットは、ケラチ

ノサイト単層培養系において、3D 皮膚再構成

系より強い細胞毒性を示す。以上より、表皮の

重層構造はフォルペットの細胞毒性に対して防

御効果を発揮し、（成熟した）角質層はさらに当

該防御効果を増強する「バリア機能」を発揮す

ることが示唆された。 
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表面修飾マグネタイトは角質層成熟再構成系

で表皮組織を傷害しなかったが、単層培養ケラ

チノサイトを傷害し、角質層成熟再構成系の培

地においては鉄が検出された。角質層成熟再

構成系で、FLGの発現が減少した。したがって、

表面修飾マグネタイトは、ケラチノサイトに対す

る毒性があるが、表皮の重層構造はその細胞

毒性に対して防御効果を発揮するものの、角質

層の存在や表皮の重層構造はこの物質の表皮

通過を防ぐことができないものと示唆された。表

皮通過性については、後述の通り表面非修飾

マグネタイトが培地に検出されなかったことから、

表皮とカップの間をすり抜けたことによるアーテ

ィファクトでないことが担保されている。表皮通

過性は、表面修飾マグネタイトが真皮細胞を傷

害したり、in vivoなら脈管に入って全身影響を

発揮したりする恐れを否定できないことを示唆し

ている。 
表面非修飾マグネタイトは角質層成熟再構

成系で表皮組織を傷害しなかったが、単層培

養ケラチノサイトを表面修飾マグネタイトより強く

傷害し、しかし、角質層成熟再構成系の培地に

おいては鉄が検出されなかった。したがって、

表面非修飾マグネタイトはケラチノサイトに対す

る毒性が表面修飾マグネタイトより強く、表皮の

重層構造はその細胞毒性に対して防御効果を

発揮し、また、角質層の存在や表皮の重層構造

は「バリア機能」を発揮して、この物質の表皮通

過を防ぐことができるものと示唆された。 
(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： 
	 miRNAマイクロアレイによる網羅的な解
析から、カーボンナノチューブの細胞にあ

たえる影響は細胞株により大きく異なるこ

とが明らかになった。また、昨年度までの

結果も考慮するとナノマテリアルの種類に

よっても細胞に与える影響は異なるが、一

方でカーボンナノチューブとナノ粒子に共

通して変動を示す miRNA も見い出されて、

異なるナノマテリアルが共通した細胞の反

応を引き起こす可能性が示された。 
(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： 
A549 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、A549 細胞の切片
担体培養系の毒性評価系としての使用可能

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
有無を起点とした apoptosis や autophagy の
関与という細胞側の複合的関わりを明らか

にした。 
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、ナノ粒子の合成条件を 適化すること

による精密な形状制御およびサイズ制御でき

る方法、一次粒子径や二次粒子径と細胞毒性

との関係から、溶出イオンや細胞内取り込

みの重要性を示した。共培養系や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、それぞれの有用性が示され

た。CNTのA549、DU145細胞への曝露実験
で、網羅的遺伝子発現解析を行い、miRNA
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
ーカー抽出の可能性を示した。組織特異性

を示すA549細胞の切片担体培養系の使用可
能性を認めた。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
生の有無を起点とするautophagyの関与を明
らかにし、有害性発現経路に関わる結果を

示した。 
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