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A. 研究目的 

開発・使用されているナノマテリアルの社

会的受容には，十分な安全性評価と，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低減化が必要である．

加えて，欧米では，これらの安全性評価や

リスク低減が通商政策で戦略的に実施され，

我が国でも同様の戦略が必須であり，安全

性評価の高度化・標準化も必須である．当

該リスク評価に当たっては，動物愛護の 3R

原則の観点から，動物実験代替法の開発も

重視される．本研究は，全体として，① 共

培養・切片担体培養・3Ｄヒト皮膚再構成系

などのナノマテリアルの in vitro 安全性評価

法の高度化と in vivo 実験による当該評価法

の検証，② 自験・文献などのデータによる

有害性発現経路の確立，③ ナノマテリアル

毒性試験データベースの作成，④ それらの

成果に機械学習などによる in silico 生体影響

予測を組合せたナノマテリアルの統合的健

康影響評価方法を構築することを目的とし

て行われている． 

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

皮一般/遺伝毒性に関する新規 in vitro 評価系

を構築することである．本年度は，3D ヒト

皮膚再構成系を用いた小核試験法を確立す

るための予備的検討を行った． 

 

研究要旨：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

経皮一般/遺伝毒性に関する新規 in vitro 評価系を構築することである．本年度は，

3D ヒト皮膚再構成系を用いた小核試験法を確立するための予備的検討を行った．

本研究は，チャイニーズハムスターの肺由来線維芽細胞 CHL/IU の単層培養系にお

いてカルボキシル基による表面修飾をされた，または，されていないマグネタイト

の小核誘発性について解析した．本研究は，また，正常ヒト表皮由来ケラチノサイ

ト NKEK（クラボウ）の単層培養系および 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，それらへの小核試験の導入を試み

た．その結果，CHL/IU 単層培養系において，非修飾マグネタイトは，一定の条件

下で小核誘発性を持つ可能性が示唆された．カルボキシル基修飾は，この小核誘発

性を減弱させることが判明した．NHEK 単層培養系または 3D ヒト皮膚再構成系へ

の小核試験導入については，細胞の大きさや増殖性の観点から，さらなる検討が必

要であることが判明した． 
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B. 研究方法 

1) 細胞 

1-1) 単層培養系 

単層培養系としては，チャイニーズハムス

ターの肺由来線維芽細胞CHL/IUまたは正常

ヒト表皮由来ケラチノサイト NKEK（クラ

ボウ）を適宜継代して用いた．実験時の培

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，代

謝活性化の関与を解析するため，S9mix の

存在・非存在条件で試験を行った． 

1-2) 3D ヒト皮膚再構成系 

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．実

験時の培養条件は，温度 37℃，受動湿潤，

気相条件 95%空気・5%二酸化炭素とした．  

2) 被験物質 

2-1) 対照物質 

陽性対照物質としては，マイトマイシン C

またはベンツピレンを用いた．陰性対照物

質としては，蒸留水（dH2O）を用いた． 

2-2) 金属ナノ粒子 

マグネタイト（酸化鉄ナノ粒子）は，本研

究の研究代表者である渡邊 昌俊 博士（三

重大学大学院医学系研究科）が，本研究班

全体に分配したものである．詳細は，渡邉

博士の報告書を参照されたい．マグネタイ

トは，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．本研

究では，Fe3O4 （BMS-10）および Fe3O4-

COOH（BMSC-5）の 2 種類のマグネタイト

を用いた． 

3) 実験および解析 

被験物質への曝露は，単層培養系において

培地中へ，3D ヒト皮膚再構成系において表

皮組織上面から（図 1），それぞれ行った．

小核試験は，基本的に常法に従って実施し

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) 単層培養系 

1-1) 陽性対照物質 

S9mix 非存在下の CHL/IU においては，マ

イトマイシン C を 3 または 24 時間曝露する

と，2核の「小核あり」が増加した（表 1)． 

S9mix 存在下の CHL/IU においては，ベン

ツピレンを 3 時間曝露すると，2 核の「小核

あり」が若干増加したが，2核細胞が少なく，

それ以外が多かった（表 2） 

S9mix 非存在下の NHEK においては，マイ

トマイシン C を 3 または 24 時間曝露しても，

主に１核が多く，細胞分裂が行われてない

ようで，細胞の数も少なかった（表 3）． 

1-2) マグネタイト 

S9mix 非存在下の CHL/IU においては，

BMS-10 の 10-200 µg/mL で 24 時間曝露して

も，2核細胞中の小核出現頻度が陰性対照と

同等であった（表 4）． 

S9mix 非存在下の CHL/IU においては，

BMSC-5 の 10-200 µg/mL で 24 時間曝露して

も，2核細胞中の小核出現頻度が陰性対照と

同等であった（表 5）． 

S9mix 非存在下または存在下の CHL/IU に

おいては，3 時間曝露した BMS-10 で 2 核細

胞中の小核出現頻度が陰性対照より高かっ

た．3 時間曝露した BMSC-5 の 2 核細胞中の

小核出現頻度は，S9mix 非存在下で陰性対

照よりやや高く，存在下で同等であった．



- 34 - 

なお，両マグネタイト共，S9miｘ存在下の

方が非存在下より，２核細胞中の小核出現

頻度が高かった（表 6）． 

2) 3D ヒト皮膚再構成系 

マイトマイシン C を用いて 3 回実施したが，

1 回目は，2 核細胞を確認するものの 500 個

に満たず小核を確認できなかった．2回目は，

わずかに小核を認めたが，そもそも細胞数

が極めて少なく，その中でも１核細胞が大

多数を占め，2 核細胞が 500 個に満たなかっ

た．3 回目は，2 核細胞を確認するものの

500 個に満たず小核を確認できなかった． 

 

D. 考察 

CHL/IU 単層培養系を用い，S9mix の非存

在下または存在下で実施したオーソドック

スな 24 時間曝露小核試験において，非修飾

マグネタイト BMS-10 とカルボキシル基修

飾マグネタイト BMSC-5 は，いずれも陰性

であった．3 時間曝露試験において，BMS-

10 は，S9mix の非存在下または存在下で陽

性を示し，当該小核誘発性が S9mix の存在

によって増強した．BMSC-5 は，S9mix 非存

在下で陽性，存在下で陰性であった．以上

の結果より，BMS-10 については，代謝活性

化を必要としないが，それによって増強さ

れる遺伝毒性がある可能性がある，しかし

ながら，24 時間曝露で陰性であることを考

え合わせると，この非修飾マグネタイトの

「遺伝毒性」については，この段階で結論

できず，Ames試験など他の in vitro試験や in 

vivo 試験の結果と併せて総合的に評価すべ

きである．一方，BMSC-5 については，

S9mix 非存在下 3 時間培養で陽性であった

が，当該陽性の程度が弱く，S9mix 存在下，

また，その非存在・存在にかかわらず 24 時

間培養で陰性であったことから，総合的に

遺伝毒性を有しないと考える．もちろん，

このカルボキシル基修飾マグネタイトの

「遺伝毒性」については，前述の BMS-10

の場合と同様，他の in vitro 試験や in vivo 試

験の結果と併せて総合的に評価すべきであ

る． 

マグネタイトのカルボキシル基修飾は，昨

年度までに実施した厚生労働科学研究費補

助金による先行研究により，マグネタイト

の単層培養ケラチノサイト傷害性を減弱さ

せることが明らかとなっている．したがっ

て，CHL/IU 単層培養系においても，カルボ

キシル基修飾がマグネタイトの小核誘発性

を減弱させたものと考える．一般に，ナノ

マテリアルは付着・凝集性が著しく高く，

ナノマテリアルを材料原料として利用する

には分散制御が極めて重要である．カルボ

キシル基修飾は，疎水性粒子を水中や極性

溶媒に分散させる場合の表面修飾としてよ

く使われる手法で，ナノマテリアルの分散

制御にも有用であるものと考えられている．

たとえば，シリカ（SiO2）については，カ

ルボキシル基・水酸基・アミノ基などによ

る修飾を施すと表面電位の変化に基づいて

毒性が減弱ないし消失することが知られて

いる．マグネタイトの場合も，同様のメカ

ニズムが働いているものと示唆される． 

本年度の実験条件においては，3D ヒト皮

膚再構築系への小核試験導入ができなかっ

た．要因として，現在のところ細胞の大き

さと細胞増殖活性の 2 点が関係しているも

のと考えている．3D ヒト皮膚再構成系では，

細胞の大きさが単層培養系よりも小さく，

光学顕微鏡の 40 倍程度の倍率では，2 核細

胞や小核の観察が困難である．また，共焦

点顕微鏡を用いてみたが，問題の解決に至

らかった．来年度は，油浸レンズを用いて

高高倍率での観察を試みるほか，細胞回収

方法についても検討する予定である． 

細胞増殖活性については，十分な増殖が得

られなかった可能性がある．このことは，

NHEK 単層培養系でも小核試験が困難であ

ったことからも推察できる．これらの培養
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に用いている培養液は，keratinocyte growth 

factor（KGF）を含んでいないが，KGF 含有

培養液の使用を推奨する論文もある．来年

度は，KGF の使用も含め，培養液について

検討する予定である．  

 

E. 結論 

CHL/IU 単層培養系において，非修飾マグ

ネタイトは，一定の条件下で小核誘発性を

持つ可能性が示唆された．カルボキシル基

修飾は，この小核誘発性を減弱させること

が判明した． 

NHEK 単層培養系または 3D ヒト皮膚再構

成系への小核試験導入については，細胞の

大きさや増殖姓の観点から，さらなる検討

が必要であることが判明した． 
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図１．LabCyte EPI 24 モデル 
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表 1．S9mix 非存在下の CHL/IU における陽性対象物質による小核試験 

 

表 2．S9mix 存在下の CHL/IU における陽性対象物質による小核試験 

 

表 3．S9mix 非存在下の NHEK における陽性対象物質による小核試験 

 

表 4．S9mix 非存在下の CHL/IU における BMS-10 による小核試験（24 時間） 

 

  

2核の細胞中の 細胞質分裂阻害 細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核出現頻度(%) 増殖指数(CBPI) 抑制率(%)

DMSO3h 2 122 30 2446 42 773 -
MMC3h 6 182 312 1869 123 249 11.2
BP3h 35 1765 62 1938 16 75 84.2
DMSO24h 55 3555 98 1902 23 194 -
MMC24h 342 3825 271 1748 71 431 -8.2

14.3 2.1

1核 2核 3核以上

1.2 2.2

Group

1.63.1
4.9 1.4

13.4 1.5

2核の細胞中の 細胞質分裂阻害 細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核出現頻度(%) 増殖指数(CBPI) 抑止率(%)

DMSO3h 13 611 38 1980 20 248 -
BP3h 41 1524 52 373 12 38 70.4

Group

1.9 1.9
12.2 1.26

1核 2核 3核以上

2核細胞中の 細胞質分裂阻害 細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核出現頻度(%) 増殖指数(CBPI) 抑止率(%)

DMSO3h 1 294 2 81 3 3 -
MMC3h 1 833 2 304 0 19 -20
DMSO24h 5 585 4 124 2 16 -
MMC24h 0 62 0 24 0 6 -75.6

1.25

1核 2核 3核以上
Group

2.4
0.7
3.1 1.22
0 1.39

1.3

2核細胞中の 細胞質分裂阻害 細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核出現頻度(%) 増殖指数(CBTI) 抑止率(%)

DMSO 24h 388 3683 131 1890 52 372 -
MMC 24h 858 5032 438 1565 127 359 19.36
0µｇ/ml 24h 42 4113 58 1955 36 401 -
10µg/ml 24h 33 3696 20 1984 12 456 -8.47
100µｇ/ml 24h 31 2619 71 1929 46 596 -41.97
200µｇ/ml 24h 6 2705 21 1980 6 70 -2.881.45

Group
1核 2核 3核以上

6.48
21.87

1.44
1.36
1.44
1.47
1.62

2.88
1.00
3.55
1.05
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表 5．S9mix 非存在下の CHL/IU における BMSC-5 による小核試験（24 時間） 

 

 

表 6．S9mix 非存在下または存在下の CHL/IU における BMS-10 または BMSC-5 による小核試

験（3時間） 

 

 

 

 

 

 

 

2核細胞中の 細胞質分裂阻害 細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核出現頻度(%) 増殖指数(CBTI) 抑止率(%)

DMSO 24h 105 5350 138 1862 44 257 -
MMC 24h 153 7789 236 1764 37 311 21.90
0µｇ/ml 24h 77 5630 46 1954 21 783 -
10µｇ/ml 24h 16 5989 16 2000 9 174 31.51
100µｇ/ml 24h 78 7185 52 1948 8 229 38.57
200µｇ/ml 24h 49 2970 46 1957 35 718 -43.33

11.80

Group
1核 2核 3核以上

6.90 1.34
1.26
1.42
1.29
1.26
1.61

2.30
0.79
2.60
2.30

細胞増殖
小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 小核あり 小核なし 抑止率(%）

DMSO　S9(-) 18 1014 32 1970 19 75 -
DMSO　S9(+） 20 665 25 1977 14 237 -
MMC　S9(-) 537 3718 485 1515 63 169 45.75
BP　S9(+) - - - - - - -
0µg/ml　S9(-) 18 1046 26 1975 20 216 -
0µg/ml　S9(+） 72 568 127 1873 85 566 -
非修飾マグネタイト
２００µg/ml　S9(-)
非修飾マグネタイト
２００µg/ml　S9(+）
修飾マグネタイト
２００µg/ml　S9(-)
修飾マグネタイト
２００µg/ml　S9(+)

Group
1核 ２核 ３核以上

1.60

261

2核の細胞中の
小核出現頻度(%）

細胞質分裂阻害
増殖指数(CBTI)

1.25
24.25

36 974 69 1934 13

36 608

178 1197 148 1854 113 364

1.70
1.85
1.38
-

4.45

7.39

3.44

-
1.30
6.35

1.75
2.00

1.78

1.77

1.90

-3.59

23.56

-20.32

12.1148 873 103 1897 49 466 5.15 1.88

30 974 89 1913


