
 

 1 

	 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 
平成 27〜29年度総合研究報告書 

 
新規 in vitro評価系とマーカーの開発によるナノマテリアルのリスク評価及びリスク低減化に関する研究 

 
研究代表者	 渡邉	 昌俊	 三重大学大学院医学系研究科	 教授 

 

研究分担者： 
林 幸壱朗	 	  九州大学大学院歯学研究院	 助教 
戸塚 ゆ加里	  国立がん研究センター研究所・発がん・予防研究 
	 	 	 	 	 	 	 分野	 ユニット長 
中江 大	      東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科	 教授 
宮島 敦子	    国立医薬品食品衛生研究所	 医療機器部	 室長 
花方 信孝	    国立研究開発法人物質・材料研究開発機構	  
              技術開発・共用部門	 副部門長 
河上 強志	    国立医薬品食品衛生研究所	 生活衛生化学部	 室長 
研究協力者： 
小森谷	 薫	 	 国立医薬品食品衛生研究所	 医療機器部	  
比留間	 瞳	 	 国立医薬品食品衛生研究所	 医療機器部 
加藤	 玲子	 	 国立医薬品食品衛生研究所	 医療機器部	 主任研究官 

伊佐間	 和郎	 帝京平成大学	 薬学部	 教授 
美谷島	 克宏	 東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科	 准教授 
煙山	 紀子	 	 東京農業大学応用生物学部食品安全健康学科	 助教 

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。このような背

景のもとにin vitro毒性評価に関して、われ
われは、ナノマテリアルのDNA損傷性評価
としてのDNA付加体網羅的解析(アダクトー

研究要旨： 分担研究として、A549 細胞の切片担体培養系を用いたナノリスクマ
テリアルの毒性評価系の構築及び磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs)の細胞内動態と傷害機
構の解明を目的とした。A549細胞の切片担体培養系の条件設定及び磁性体ナノ粒子
(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。Integrinb-1 および EGFR の発
現は 2 次元培養より切片担体上での細胞で、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、ナノ粒子曝露実験の結果からも、切片担体培

養系が生体内の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。 
電子顕微鏡、Flow cytometry及び原子間力顕微鏡を用いて、磁性体ナノ粒子の局在
及び取り込みを確認した。修飾の有無により、その局在や取り込み量が変化するこ

とを認めた。細胞傷害機構は、ROS の産生を起点として、細胞の生存シグナルとし
て重要な NFkB の発現への影響による apoptosis や autophagy の誘導であることが判
明した。一方、カルボキシル基修飾で、ROS の産生を抑制するも、細胞生存率の減
少を若干抑制するのみで、apoptosisや autophagyを誘導することも判明した。磁性体
ナノ粒子(Fe3O4 NPs)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と粒子側の複合的関わりと考え
られた。 
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ム)法の有用性、３次元培養と切片担体培養
系での幹細胞の分化促進、がん細胞の上皮

間葉移行、ナノマテリアルのin vitroリスク
評価に共培養が有効性を報告して来た。 

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

目的とした。本研究の生体模倣in	 vitro評

価系およびmicroRNA等の新規マーカーの抽

出は他に類を見ず独創的であり、in	 vitro

およびin	 vivoの短期毒性試験を補完し、か

つ、長期毒性・発がん性試験への橋渡し的

な存在となり得ると考えられた。このよう

なシステムの構築で、動物実験代替法の可

能性が生じ、化学産業界に有用な実用的研

究のみならず、広く行政および社会へ貢献

できると考えられた。 
	 分担研究者の具体的な研究目的は、(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、エピジェネティクス

マーカーの検索、ナノマテリアルの細胞内

動態の解析（渡邉）、(2) ナノマテリアルの作

製およびキャラクタリゼーション（林）、(3) 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）、(4) 
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）、(5) 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）、(6) ナノマテリアル曝
露における網羅的遺伝子発現解析（花方）、

(7) 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物
性解析（河上）である。以下に平成 27〜29
年度の各分担研究の成果の概要を記載する

が、詳細は各分担研究報告書を参照された

い。 
 
B．研究方法及び結果 
B1 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、 ナノマテリアルの
細胞内動態と傷害機構の解析 
エピジェネティクスマーカーの検索に関

して、花方分担研究者の項目を参照された

い。 
B1-1 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：SD ラット(male, 
21 week)より、各種臓器を採取し、組織切片
を作製した。組織切片担体を 4 well 
multidish(Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
MA)に入れ、4℃で乾燥させた後に培養液を
入れ、A549 細胞を 7x104 cells/well 播種、培
養をした。24 時間毎に細胞形態の観察およ
び細胞接着数 [cells/cm2]を計測、A549 細胞
の組織切片担体培養に磁性体ナノ粒子を 24
時間曝露し、Alamar Blue を用いて、細胞生
存率を測定した。また、組織切片担体上の

A549細胞の ROS産生を Flowcytometryによ
り測定を行った。曝露前後の細胞の Integrin-
b1 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。 
	 A549 細胞を用いた切片担体培養系は、組
織切片担体の条件は 4 µm厚で作製したアセト
ン固定担体で、適切な培養日数は 3 日間であ
ると決定した。Fe3O4NPs 曝露時の各組織切
片担体上の A549細胞の生存率は、2次元培
養の時と異なり、統計学的有意差を示す減

少は認められなかった。同様に、Fe3O4NPs
曝露時の各組織切片担体上の A549 細胞の
ROS 産生も上昇するも、統計学的な有意差
は認められなかった。 Integrinb-1 および
EGFRの発現は 2次元培養より有意差を持っ
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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。 
B1-2 ナノマテリアルの細胞内動態と傷害機
構の解析： 
本実験では、アンドロゲン依存性前立腺癌

細胞株 LNCaP、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。使用したナノマテリ
アル は、磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs、Fe3O4 

NPs-COOH) である。生細胞の細胞数の変
化を測定するために Alamar Blue (Alamar 
Bioscience，Sacrament、California、 USA)を
用いた。5- (and 6) -chloromethyl-2' 、7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate、acetyl 
ester CM-H2DCFDA  (Invitrogen社) を用い
て、活性酸素種(ROS)の測定を行った Flow 
cytometer (FCM)を用いて側方散乱光 
(SSC) を測定することによりMNPs-Fe3O4

の細胞内取り込みの定量化を行った。AFM
による細胞上の NPs観察を行った。透過型
電子顕微鏡(TEM)により、Fe3O4 NPsと
Fe3O4 NPs-COOHの細胞内の局在を観察し
た。細胞傷害の機構として、Apoptosis、
autophagy の関与、NF-κBの発現量の解析な
どを Flow cytometryや western blot法により
解析を行った。 
細胞内に取り込まれたMNPs-Fe3O4はエン

ドソームとみられる小胞内やミトコンドリ

アなどさまざまな細胞内小器官で観察され

た。また、多重膜を有する autophagosome
とみられる小胞も確認された。表面修飾の

有無で、局在が異なるのが確認された。特

に非修飾の場合、細胞質での集積を顕著に

認めた、修飾の場合は細胞内小器官への集

積が認められた。Flow cytometer (FCM)を
用いて側方散乱光 (SSC) を測定では、
MNPs-Fe3O4の濃度依存的に SSCが増大
し、細胞内への取り込み量が増大すること

が確認された。被修飾の場合、やや取り込

み量が減少している傾向を認めた。AFMで
の観察では、非修飾に比べてカルボキシル

基修飾の方が細胞表面に付着している粒子

量が多いことが認められた。前立腺癌細胞

株の細胞生存率は、Fe3O4NPsおよび Fe3O4 

NPs-COOHの濃度依存的に細胞生存率は低
下するも、両者の間に有意差は認めなかっ

た。Fe3O4 NPs曝露では、濃度依存的に ROS
産生が確認されたが、Fe3O4 NPs-COOH 曝
露では、濃度に関係なく著名な上昇を認め

なかった。NF-κBの発現量の変化は、修飾
により異なる挙動を認めた。磁性体ナノ粒

子による細胞生存率の低下は、修飾の有無

にかかわらず、apoptpsisと autophagyが関
与することが認められた。 
B2 ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼ

ーション 
B2-1 水中分散安定性の高い金ナノ粒子およ
び銀ナノ粒子を合成 
金ナノ粒子および銀ナノ粒子の毒性を評価

するために、hexadecyltrimethylammonium 
bromide (CTAB)水溶液を用いた、水中分散安
定性の高い金ナノ粒子および銀ナノ粒子を合

成、すなわち金ナノ粒子水溶液および銀ナノ

粒子水溶液の各粒子濃度は毒性試験が可能な

2 mg/mLを目指した。CTAB水溶液の毒性を

示すため、CTAB非使用で、システインを用
いた高濃度の金ナノ粒子および銀ナノ粒子

分散液の作製を試みた。 
	 CTAB水溶液の使用で、作製した金ナノ
粒子は 2 mg/mLという高濃度で蒸留水に分
散させても、凝集や沈降なく安定的に分散

できた。また、金ナノ粒子の粒径は 10～20 
nmであった。一方、一般的方法による作製
した銀ナノ粒子水溶液の濃度を 0.02 mg/mL
以上にすると凝集し、沈降してしまった。

この凝集体を超音波処理により再分散させ

ることは不可能であったが、銀錯体形成を

経由する方法で、2 mg/mL以上の濃度でも
凝集・沈降が生じない銀ナノ粒子分散液を
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得ることができた。この方法により得られ

た銀ナノ粒子は粒径が 10 nm以下であっ
た。これらは CTABを使用するので、シス
テインを使用で得られた金ナノ粒子および

銀ナノ粒子は 2 mg/mL以上で蒸留水に分散
させると時間が経過するにつれて凝集・沈

降が生じたが、超音波で再分散させること

ができ、in vitro評価での使用が可能であっ
た。 
B2-2 酸化チタンナノ粒子の合成 
ナノマテリアルの形状が毒性に与える影響

を調べるために、球状以外の形状のナノ粒

子の作製を試みた。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、中空構造の中空ナノ粒

子、球状粒子の様々な形状のナノ粒子を得るこ

とができた。TiCl4 以外の原料では、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、一部中空粒子が確認された。 
B3 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 
B3-1 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 
非修飾マグネタイト (BMS-10, 0.05% 

Tween20 に懸濁)を経気道的に曝露した ICR
マウス(オス、7 週齢)の肺を対象に LC-QTof 
-MSで DNA付加体を網羅的に分析した。得
られたデータの主成分解析から複数の付加

体がMGT投与群に特徴的なものとしてスク
リーニングされた。これら付加体の同定は

既に構築済みの DNA付加体リストとの比較
により行った。その結果、vehicle 投与群と
比べて、MGT 投与群においてより多くの
DNA 付加体が生成されていた。PCA 解析
の結果、幾つかの付加体がMGT投与に特徴
的なものとしてスクリーニングされた（図

３）。これら付加体の m/z 値を既知の DNA
付加体の標品と比較したところ、酸化スト

レス及び炎症由来の付加体であるエテノ-
dC(edC)などであることが示唆された。 

B3-2 多層カーボンナノチューブ(MWCNT)
による共培養系 in vitro気道毒性試験の妥当
性検討 
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)を 2%カルボキシメチ
ルセルロース(CMC)水に懸濁し、0.2 
mg/bodyの用量で気管内反復投与（１回/週
x４週）を行った。 終投与２ヶ月後にマウ

スを屠殺後、肺を摘出し、突然変異の解析

に用いた。gpt 遺伝子解析は、ゲノム DNA 
を抽出して行った。その結果、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。 
共培養系（GDL1細胞及び RAW264細胞）
及び GDL1細胞の単培養系にMWCNTを曝
露させ、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
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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。その結果として、

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 
B3-3 マグネタイト(MGT)による共培養系
in vitro気道毒性試験の妥当性検討 
ポリアクリル酸修飾を施したMGT (BMSC-
5)と修飾を施していないMGT(BMS-10)を上
記と同様の系に曝露し、解析を行った。解

析の結果、MGT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。 
また、GDL1及び RAW264細胞へのこれら
ナノ粒子の取り込みの解析を行った。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。対して

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。 
B4 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 

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）及び単層培養系

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を利用し、金属ナノ粒子（金、
銀、酸化鉄ナノ粒子）を曝露し、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），生細胞による
ニュートラルレッド取り込み（NRアッセ
イ），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アッセイ），生細
胞によるレサズリン取り込み（Alamar Bule
アッセイ）を指標として，それぞれ生化学

的に解析した．また、3Dヒト皮膚再構成系
においては、さらに、以下の解析を行っ

た。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病理組織学

的に解析した。金属ナノ粒子の表皮透過性

について解析するため、培地を回収して

金・銀・鉄の含有量を ICP-MSにより測定
した（東海技術センター）。RNAを抽出
し、表皮角質層の構成蛋白で皮膚の「バリ

ア機能」に関与するとされるフィラグリン

（FLG）、細胞接着因子で同じく皮膚の「バ
リア機能」に関与するクローディン 1
（CLDN1）、炎症性サイトカインである腫
瘍壊死因子アルファ（TNF-α）遺伝子発現
を real-time PCRで解析した。 
	 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）を用いた。フォルペッ

トは、3Dヒト皮膚再構成系において、MTT
及び LDH assayで強い毒性を示し、また、
組織学的変性像を認めた。LDN1に関して
100 µg/mL以上で濃度依存的に減弱し、一
方、TNF-αに関して 1000 µg/mL以上で増強
した。加えて、NKEK単層培養系や HepG2
単層培養系でも毒性を認めた。 
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	 金ナノ粒子では、3D皮膚再構成系におい
て、毒性は認めず、ICP-MS解析は、金ナノ
粒子の投与用量に依存して、角質層成熟再

構成系（13日培養品）の培地中に金を検出
した。HepG2単層培養系でも、毒性は認め
なかった。 
	 銀ナノ粒子では、3D皮膚再構成系におい
て、毒性は認めず、ICP-MS解析は、金ナノ
粒子の投与用量に依存して、角質層成熟再

構成系（13日培養品）の培地中に銀を検出
した。HepG2単層培養系でも、毒性は認め
なかった。 
	 酸化鉄ナノ粒子では、3D皮膚再構成系に
おいて、毒性は認めず、ICP-MS解析は、金
ナノ粒子の投与用量に依存して、角質層成

熟再構成系（13日培養品）の培地中に鉄を
検出した。HepG2単層培養系でも、毒性は
認めなかった。しかしながら、NKEK単層
培養系では、強い毒性を示した。 
B5 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 
B5-1 2種類の異なる ZnOナノ粒子の THP-
1細胞などへの影響 
物理化学的性状が異なる ZnO ナノ粒子の

THP-1 細胞への影響を解析した。CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay 試薬を
用いた細胞毒性評価、コロニー形成試験、

THP-1 細胞表面マーカー(CD54, CD86)の測
定、 BDTM Cytometoric Bead Array (CBA) 
human inflammation kit (Becton Dickinson)によ
るTHP-1細胞培養上清中のサイトカイン(IL-
8, 1b, 6, 10, TNF, 12p70)の測定、 Flow 
cytometry を用いた細胞内への取り込みを測
定した。 
	 THP-1細胞に対する細胞毒性は、A549細
胞同様、ZnO(sigma)が ZnO(alfa)より強いの
を認めた。2種類の ZnOは、CD54を用量
依存的に活性化し、ZnO(Sigma)の方が相対
蛍光強度(RFI) は高かったが、CD86におい
ては ZnOによる発現量の変化は認められな

かった。サイトカインの産生に関して、IL-
8、IL-1β、TNFにおいて産生の増加が認め
られ、その量は ZnO(Sigma)の方が多かっ
た。IL-6, IL-10は検出限界未満で、IL-12p70
は ZnO 50µg/mL処理で僅かに検出できた程
度であった。取り込みにかんして、SSC
は、ZnO処理により、用量依存的な増加が
観察された。また、ZnO(sigma)と ZnO(alfa)
を比較すると、ZnO(sigma)の方がより SSC
が増加するのを認めた。 
B5-2 一次粒子径が同じで二次粒子径が異な
る NiOナノマテリアル懸濁液の THP-1細胞
などへの影響 
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、二次粒子径の異なる NiO 懸濁原
液（10 mg/mL）を調製した。 
これらのナノマテリアルの THP-1 細胞など
への影響を同様に解析した。 
	 A549及び THP-1細胞を用いて、細胞毒性
試験を実施した結果、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。THP-1 細胞における
細胞表面マーカーCD54、CD86 の発現量は、
NiO の用量依存的に増加したが、二次粒子
径による差異は認められなかった。細胞内

への取り込みは、容量依存的に、そして懸

濁液中の二次粒子径が大きいほど SSC の変
化を大きく認めた。サイトカインの産生に

関して、培養上清中の IL-8, IL-1β, TNFの上
昇を認め、IL-6, IL-10, IL-12p70 は検出限界
未満であった。TNF, IL-1β 産生量は NiO の
二次粒子径により差異が認められた。 
B5-3 2種類の ZnOナノマテリアル及び 3種
類の NiOナノマテリアルの再構築ヒト皮膚
モデルへの影響 
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再構築ヒト皮膚モデル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、2種類のZnOナノマ
テリアル及び 3 種類の NiO ナノマテリアル
の影響を解析した。細胞毒性は、MTT assay
を使用し、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。 
	 ZnOナノ粒子では、細胞毒性は示さず、
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、コントロールに比べて有意ではなく、

また、IL-1β及び TNF-αは検出限界以下で
あった。 
	 NiOナノ粒子では、同様に毒性は示さ
ず、IL-8、IL-1α、MIF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。 
B6 ナノマテリアル曝露における網羅的遺
伝子発現解析 
B6-1 ナノマテリアル による曝露実験およ
び microRNAマイクロアレイ解析 
ヒト肺上皮細胞株 A549を所定の濃度の

非修飾磁性ナノ粒子あるいはカルボキシ修

飾磁性体ナノ粒子で曝露し、24時間後およ
び 72時間後に全 RNAを抽出した。同様に 
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。Agilent G4870A SurePrint 
G3 Human v16 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。 
	 磁性体ナノ粒子による A549 の miRNAの
変動に関して、ラスタリングの傾向から、

磁性体ナノ粒子がmiRNA発現に及ぼす影響
として、磁性体ナノ粒子の修飾の有無の方

が、曝露濃度よりも影響が大きいことを認

めた。ヒートマップから特徴的な発現パタ

ーンを示す miRNA のクラスター (cluster-1, 
2, 3, and 4)を抽出した。Cluster-1 は、has-
miR-1274_v16.0, has-miR-4286, has-miR-1260b,
および has-miR-1260aからなり、この cluster
に含まれるmiRNAは、M200-72hとNM200-
72hで発現量が増加する傾向を示している。
この傾向は has-miR-1260bにおいて特に顕著
であった。Cluster-2 は、has-miR-765 および
has-miR-622 からなっている。これらの
miRNAは、24時間培養したいずれの細胞よ
りも 72 時間培養した細胞で発現量が増加す
るが、NM200-72h の発現量が C-72h および
M200-72h の発現量よりも低い傾向を示して
いる。Cluster-3 は、 has-miR-513a-5p, has-
miR-1181 および has-miR-3141 からなってい
る。これらのmiRNAは、24時間培養したい
ずれの細胞よりも 72 時間培養した細胞で発
現量が増加するが、NM200-72h の発現量が
C-72h および M200-72h の発現量よりも低い
傾向を示すことは cluster-2 に含まれる
miRNA の特徴と同じである。しかしながら、
cluster-2 の miRNAは C-24h で発現していな
いか、あるいは若干しか発現していないの

に対し、cluster-3 の miRNAは C-24h で発現
が認められる。また、非修飾および修飾し

た NPsで 24時間暴露した細胞 (NM100-24h, 
NM200-24h, M100-24h, M200-24h) における
これらの miRNAの発現量は C-24hよりも低
い傾向を示している。Cluster-4 は 12 個の
miRNA からなり、そのうちの 6 個は let-7 
familyの miRNAであった。この clusterに含
まれるmiRNAは、24時間培養したいずれの
細胞よりも C-72h で発現量が低下するが、
NM200-72h および M200-72h では発現量が
C-72hほど低下しない傾向を示している。 

CNT に関して、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
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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
影響が大きいことを認めた。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。こ
の中から 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。 
 
B6-2 リン酸カルシウムナノ粒子による曝露
実験とエクソソームの解析 
RAW264.7 及び THP-1 細胞を所定の濃度の
リン酸カルシウムナノ粒子で曝露し、24 時
間後および 72時間後にエクソソームを Total 
Exosome Isolation Kit（Thermo Fisher）を用
いて回収した。  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。 
リン酸カルシウム粒子がエクソソーム分

泌を刺激するかどうかを調べるために、

RAW264.7および THP-1細胞を 500および
1000µg/ mlの濃度の CaP粒子で 72時間処理
し、エクソソームを回収した。 500µg/ ml
のリン酸カルシウム粒子で処理した

RAW264.7細胞から放出されたエクソソー
ムの数は、非処理細胞の約 2倍であった。
しかし、500µg/ ml〜1000µg/ mlのリン酸カ
ルシウム粒子濃度において、エクソソーム

数に有意差は認められなかった。RAW264.7
細胞を 500µg/ mlのリン酸カルシウム粒子で
処理した場合、ほとんどのエクソソームは

24時間以内に分泌された。一方、ほとんど
のエクソソームは、リン酸カルシウム粒子

非処理細胞において 6時間以内に分泌され
た。 72時間培養した THP-1細胞におい
て、エクソソームの数は、非処理細胞と比

較して、リン酸カルシウム粒子処理細胞に

おいて 2倍以上高かった。さらに、大部分
のエクソソームは、24時間以内にリン酸カ
ルシウム粒子処理細胞からも分泌されるの

を認めた。 
B7 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物
性解析 

2種類の NiOナノマテリアル（NiO-Sigma
及び NiO-Alfa）及び 1 種類のニッケルナノ
マテリアル（Ni-Alfa）の計 3 種類を用いて、
一次粒子径サイズが異なり二次粒子径サイ

ズが同程度の懸濁液の作製を試みた。試験

に先立ち、各ナノマテリアルの表面状態及

び形状等を観察した。これらのナノマテリ

アルについてその表面状態を X 線光電子分
光法（XPS）（島津製作所製 ESCA-3200）を
用いた。透過型電子顕微鏡（TEM）（日立ハ
イテクノロジーズ製 H-9500）にて粒子径及
び形状観察を行った。遊星ボールミル型湿

式ナノ粉砕機を用いた方法に従い懸濁液の

調製を行った。これらの懸濁液について、

大塚電子社製の ELSZ-2を用い、ナノマテリ
アルの平均粒子径（流体力学粒径）及び粒

径分布を動的光散乱法（Dynamic Light 
Scattering: DLS）で、Zeta電位は電気泳動光
散乱法（レーザードップラー法）にて測定

した。細胞毒性試験には A549 細胞（JCRB
細胞バンク）を用い、Cell Titer 96® Aqueous 
One Solution Reagent（MTS試薬、Promega）
を利用して、細胞生存率を算出した。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
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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。 

XPS 分析より、Ni-Alfa を含め今回使用し
たナノマテリアルの表面はいずれも酸化ニ

ッケルであることが確認できた。NiO-Sigma
の TEM 画像より、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
が混在して存在していた。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。平均粒子径が

同程度のジルコニアボール径φ0.05 mmで調
製することにより、NiO-Sigma 及び Ni-Alfa
の 10%FBS-MEM懸濁液について、散乱強度
分布及び個数分布共にほぼピークが一致し

たナノマテリアルの一次粒子径サイズが異

なり二次粒子径サイズが同程度の懸濁液が

調製できた。 
径が 0.05 mm のジルコニアボールを用い

て調製した NiO-Sigma及び Ni-Alfaの細胞毒
性試験の結果を比較したが、ばらつきが大

きいものの、Ni-Alfa の方が若干、細胞毒性
が強い傾向を示した。培地懸濁液中の Ni イ
オン濃度について、NiO-Sigma 懸濁液と Ni-
Alfa懸濁液では、後者の方が Niイオン濃度
はやや高い傾向を示した。これは、Ni-Alfa
の方が一次粒子径が小さいため、全体の表

面積が大きくなり溶出しやすかったのでな

ないかと推察された。 
 
（倫理面への配慮） 
	 本研究では、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、必要とする場合は当該施設

の遺伝子組換え実験の安全管理規則に従い

行った。動物実験に関しても、当該施設の

委員会に申請を行い、動物愛護法などを遵

守して行なった。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。 
C．結論  
C1-1 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系の条件設定後
に、磁性体ナノ粒子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。すなわち、２次元培養より

抵抗性を示していると考えられた。

Integrinb-1および EGFRの発現は 2次元培養
より切片担体上での細胞で、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、ナノ粒子曝露実験の結

果からも、切片担体培養系が生体内の組織

特異的環境を再現している可能性が考えら

れた。この培養系の評価は、GDL-1 細胞を
使用した遺伝子変異頻度・様式の解析が必

要と考えられた。 
C1-2 ナノマテリアルの細胞内動態と傷害機
構の解析 
電子顕微鏡、Flow cytometry及び原子間力

顕微鏡を用いて、磁性体ナノ粒子の局在及

び取り込みを確認した。修飾の有無により、

その局在や取り込み量が変化することを認

めた。文献的には、磁性体ナノ粒子(Fe3O4 
NPs)は、100 µg/mL以上で、in vitro系での細
胞傷害が報告されている。本研究での結果

は、それと一致する。その機構は、ROS の
産生の有無を起点として、細胞の生存シグ

ナルとして重要な NFkB の発現への影響に
よる apoptosisや autophagyの誘導であること
が判明した。一方、カルボキシル基修飾で、

ROS の産生を抑制するも、細胞生存率の減
少を若干抑制するのみで、同様に apoptosis
や autophagyを誘導することも判明した。 
磁性体ナノ粒子(Fe3O4 NPs)の細胞への影

響は、粒子側の修飾による ROS産生の有無
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を起点とした異なる signal を介するも
apoptosis や autophagy が関与する細胞側
と粒子側の複合的関わりと考えられた。 
C2 ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼ

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を作製すること

ができた。金ナノ粒子においては、2 mg/mL

という高濃度条件下では、CTAB を用いた場

合とシステインを用いた場合で分散性には大

きな違いは見られなかった。このため、シス

テインを使用することで分散性を低下させる

ことなく、安全性を高めることができる。銀

ナノ粒子に関しては、CTAB を用いた場合は、

粒子濃度を 2 mg/mL にすると再分散させるこ

とができなかったが、システインを用いるこ

とで 2 mg/mL でも分散させることが可能にな

り、毒性だけでなく分散性の面においてもシ

ステインを用いることの有意性がみられた。

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いと考えられる。また、

システインと金ナノ粒子および銀ナノ粒子は

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

ンの特性により、金ナノ粒子および銀ナノ粒

子の分散性が向上したと考えられる。 

	 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

ることを計画している。 

C3 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 
MGTを投与したマウスの肺からDNAを抽出
し、アダクトーム法を用いてDNA付加体の
網羅的な解析を行なったところ、炎症及び

酸化ストレスに起因する付加体が複数個抽

出された。よってMGT投与により、マウス
肺に炎症及び酸化ストレスが誘発され、こ

れにより変異原性が誘発されることが推測

された。このようなナノマテリアルの遺伝

毒性メカニズムに基づいたin vitro遺伝毒性
評価法として、マウス肺由来のGDL1細胞と
マクロファージ様のRAW264を共培養する
系を考えた。本手法を用いてMWCNTの変
異原性を評価してみた。まず、この評価系

を用い、多層カーボンナノチューブ

(MWCNT)の遺伝毒性に対する繊維長の影響
を観察した。繊維長の異なるMWCNT
（MWCNT-S及びMWCNT-L）を gpt delta 
mouseに気管内反復投与し、肺における点突
然変異の解析をおこなった結果、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、MWCNT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。これらのことから、in 
vitro共培養系を用いた遺伝毒性評価は生体
を模倣した新たな遺伝毒性評価システムと

して、ナノマテリアルなどの化学物質の毒

性評価に有用であることが示唆された。 
更に、この評価系を用い、遺伝毒性に対す

る表面修飾（ポリアクリル酸）の有無の影

響を観察した。 
表面修飾の異なる MGT（BMS-10 及び
BMSC-5）で異なる変異頻度の増加が観察さ
れた。BMS-10は共培養条件下で変異頻度が
増加しており、対して、BMSC-5 は単培養
条件下で変異頻度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
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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る。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

る。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

れる。今後は、これらナノマテリアルによ

る ROS 産生や炎症性サイトカインの放出な
どについて検討を行う予定である。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。 
C4 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 
本研究で用いた、ヒト 3D皮膚再構成系は、

培養カップの底にメンブレンフィルターが

あり、その上に表皮細胞が培養されている。

表皮細胞は、in vivo の場合と同様、上部に
向かって増殖・分化し、培養時間経過と共

に表層部に角質層を構築する。したがって、

組織学的には、ヒト正常皮膚と類似する。

J-TEC,LabCyte EPI-MODEL は他の表皮組織
のみタイプのヒト 3D皮膚再構成系に類似し、
OECD TG431（in vitro 皮膚腐食性試験）に
は記載されていないものの、OECD TG439
（in vitro 皮膚刺激性試験）には後から記載
された。なお、OECD TG431/439 は、定量
的評価ができないという欠点がある。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 30 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。 
金・銀ナノ粒子は角質層成熟再構成系の

表皮組織を傷害せず、単層培養ヒトケラチ

ノサイトも傷害しなかったが、角質層成熟

再構成系の培地においては金・銀がそれぞ

れ検出された。したがって、金・銀ナノ粒

子は、ケラチノサイトに対する毒性を示さ

ないが、その一方で、（成熟した）角質層の

存在や表皮の重層構造はこれらが表皮を通

過することを防ぐことができないものと示

唆された。 
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
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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。 
C5 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 

2種類の ZnOナノマテリアル分散製品に
ついて、物理化学的性質について明らかに

すると同時に、THP-1を用いた評価系を用
いて、細胞毒性及び免疫応答（細胞表面マ

ーカーCD54及び CD86の発現、培養上清中
のサイトカイン量）について検討した結

果、物理化学的性状が異なる ZnOは、細胞
毒性、細胞表面マーカーの発現、サイトカ

インの産生など THP-1細胞に対して異なる
影響を与えることが示された。 
一次粒子径が同じで二次粒子径が異なる

NiOナノマテリアル懸濁液を用いて、物理
化学的性質について明らかにすると同時

に、A549及び THP-1の細胞毒性に対する
影響を検討した結果、細胞毒性や細胞表面

マーカーの変化、サイトカインの産生など

にナノ粒子の二次粒子径が重要な要素であ

ることを示した。 
2種類の ZnOナノマテリアル分散製品及

び 3種類の二次粒子径が異なる 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
を実施した結果、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。サイトカイン産生については、1% SDS
で IL-1α、MIFの増加が観察されたが、
ZnO、NiOによるサイトカイン産生の変化
は認められなかた。以上より、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。 
C6-1 ナノマテリアル による曝露実験およ
び microRNAマイクロアレイ解析 
 磁性体ナノ粒子の曝露に対する影響よりも
播種した細胞の初期状態や培養時間の経過

に伴う発現変動の方が大きく、データの詳

細な信頼性に関する保証が得られなかった。

異なる培養において再現性の実験を数度行

った結果、miR-1260aおよびmiR-1260bに関
しては比較的再現性が高いことが判明した。

miR-1260b は 72 時間曝露されると修飾の有
無にかかわらず、24 時間曝露のときよりも
発現量が高くなる傾向を示す。miR-1260b
ほどではないが、miR-1260aも同様な傾向を
示した。miR-1260b の機能に関しては、
SFRP1、DKK2、および SMAD4 が miR-
1260bの標的遺伝子であり、癌細胞の増殖と
浸潤に関与している可能性があることが報

告されている。また、miR-1260b の発現が、
正常な腎臓組織と比較して腎臓癌組織にお

いて亢進しており、そして発現の上昇が患

者の生存率に有意に関連していることが指

摘されている。さらに、このmiRNAが非小
細胞性肺癌のリンパ節への転移に関与する

可能性も報告されている。本研究に用いら

れた細胞が肺癌由来の A549であることを考
えると、磁性体ナノ粒子が miR-1260b の発
現のトリガーになることも考えられるが、

正常な細胞でものmiRNAが発現するのかど
うかは今後の検討が必要である。 
 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。 
 上記の実験においてリン酸カルシウム粒子
は、細胞から分泌されたエクソソームの数

を増加させた。さらに、大部分のエクソソ

ームは、リン酸カルシウム粒子による処理

後 24 時間以内に細胞から分泌された。 リ
ン酸カルシウム粒子は分泌されたエクソソ
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ームの数を増加させたが、リン酸カルシウ

ム粒子処理細胞から分泌されたエクソソー

ム中のカルシウム濃度は、未処理細胞とは

有意に異ならなかった。この結果は、細胞

質ゾルに放出されたリン酸カルシウム粒子

またはリン酸カルシウム粒子由来カルシウ

ムイオンの排泄に対してエクソソーム分泌

が増強されないことを示唆している。エク

ソソームは、エンドソーム膜の内方発芽に

よって形成される小胞内小胞（ILV）に由来
する。これは、エクソソームの内容物が細

胞質ゾル成分に由来することを意味する。 
リン酸カルシウム粒子で処理した細胞から

単離したエクソソーム中のカルシウム濃度

の増加を示さない結果は、後期エンドソー

ムまたはリソソームの破裂に起因する細胞

質ゾル中のカルシウム濃度の増加前に ILV
が形成されたことを示唆する。 
C7 細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物
性解析 
一次粒子径サイズが異なり二次粒子径サ

イズが同程度の懸濁液の作製を試みた。各

ナノマテリアルの表面状態及び形状等を観

察し、試験に使用した Ni-Alfa表面は酸化皮
膜に覆われていることを確認した。φ0.05 
mm のジルコニアボールで調製した NiO-
Sigma及び Ni-Alfaについて、10%FBS-MEM
培地中で一次粒子径サイズが異なり二次粒

子径サイズが同程度の懸濁液が調製できた。

このナノマテリアル懸濁液について細胞毒

性試験を実施したところ、Ni-Alfa の方が細
胞毒性はやや強い傾向を示し、二次粒子径

が同程度の場合には一次粒子径が小さいほ

ど毒性が強くなる可能性が示唆された。懸

濁液に溶出している Ni イオンについては、
Ni-Alfa の方が NiO-Sigma よりも Ni イオン
濃度がやや高い傾向を示した。Ni イオンの
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

れたが、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

NiO-Sigma 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。 
 
以上より、平成 27〜29 年度の本研究におい
て、ナノマテリアルの物理化学的性状の測

定とその細胞への影響、様々な形状のナノ

マテリアル作製の制御、新規 in vitro 独紙絵
評価系の構築、細胞内の局在及び有害性発

現経路(Adverse Outocome Pathway)の解明に
つながる細胞内シグナリング、さらにそれ

に連関する可能性があり、またナノマテリ

アル暴露のバイオマーカーの可能性を示す

ことができた。本研究は、科学的根拠のある

新規 in vitro リスク評価系とリスク低減方策
を提示することにより、ナノマテリアルのリ

スク評価/管理に関する厚生労働行政に対して、
善の選択肢の提示に役立つと期待できる。

また、これらの成果は、安全なナノマテリア

ルの普及を可能とすることで、市民の健康の

維持に貢献すると共に、特に論文及び学会発

表などはリスクコミュニケーションに利用す

ることにより、市民の不安解消にも有用であ

る。 
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