
 46

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全性確保推進研究事業） 

「食品用途となるナノマテリアルの暴露による毒性評価に関する研究」 

分担研究報告書（令和元年度） 

 

分担研究課題名：酸化チタン等の経皮／経口暴露による免疫毒性の解析 

 

研究分担者：安達 玲子  国立医薬品食品衛生研究所 生化学部 室長 

研究協力者：為広 紀正  国立医薬品食品衛生研究所 生化学部 主任研究官 

 

         

研究要旨 

近年幅広く利用されているナノマテリアルについては、その特性による予想外の健康影

響の可能性が指摘されている。酸化チタンや酸化亜鉛は、日焼け止め製品等の化粧品類へ

配合されており、かつ着色あるいは遮光性・抗菌性を付与する目的で食品・容器包装にも

使用されている。本研究班の目的は、食品・食品容器包装用途に用いられ、経口及び経皮

から暴露されるナノマテリアルについて、免疫毒性の面から安全性評価に資するデータを

蓄積することである。29 年度においては、ナノ酸化チタン、ナノ酸化亜鉛について、抗原

腹腔内投与時のアジュバント効果、及び、抗原経皮感作に与える影響について検討した。

平成 30 年度においては、引き続きナノ酸化亜鉛が抗原経皮感作に与える影響について検

討するとともに、29 年度腹腔内投与時に急性毒性が見られたことから、ナノ酸化亜鉛の腹

腔内投与による急性毒性に関する検討を行った。また、抗原経口投与によるアレルギー反

応惹起実験系に関する検討を開始した。令和元年度においては、抗原経皮感作-経口惹起実

験系を確立し、アレルゲンの経口投与に対するナノ酸化チタンの影響について検討した。

経皮感作-経口惹起実験系については、経皮感作後に複数回の経口投与による追加免疫を

行い、その後経口投与によりアレルギー症状を惹起する実験系を確立することができた。

この実験系を用いて抗原経口投与時のナノ酸化チタンの共存による影響について検討し

たところ、ナノ酸化チタンが、抗原の経口投与による追加免疫やアレルギー症状惹起を増

強する可能性が示された。今後、ナノマテリアルの経皮／経口暴露が免疫応答に与える影

響について、さらなる科学的知見を集積することが必要である。 

 

A．研究目的 

近年幅広く利用されているナノマテリアル

については、更なる応用が期待されている一方

で、その特性による予想外の健康影響の可能性

が指摘されている。酸化チタンや酸化亜鉛は多

くの日焼け止め製品に配合されており、ヒト皮

膚と接触する頻度が非常に高い。その経皮暴露

の影響に関しては、これまでに皮膚透過性試験

や皮膚感作性試験等が行われているが、いずれ

も明らかな作用は認められていない。一方で、

最近、タンパク質が皮膚から取り込まれ抗原と

なる経皮感作経路が食物アレルギー発症の重

要な要因として注目されている。そこで、研究

分担者である安達らは、平成 26-28 年度の先行

研究（厚生労働科学研究費補助金 化学物質リ

スク研究事業）において、動物モデルを用いた
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検討により、数種の酸化チタン等のナノマテリ

アルが抗原経皮感作を増強することを示し、ま

た、培養細胞を用いた in vitro 実験系により、

これらのナノマテリアルが、アジュバント物質

の活性発現において重要であるマクロファー

ジのインフラマソーム活性化・炎症性サイトカ

インの産生を誘導することを示してきた。 

本研究班の目的は、食品・食品容器包装用途

に用いられ、経口及び経皮から暴露されるナノ

マテリアルについて、免疫毒性の面から安全性

評価に資するデータを蓄積することであり、本

分担研究では、化粧品等への配合とともに、着

色あるいは遮光性・抗菌性を付与する目的で食

品・容器包装に使用されるナノ酸化チタン、及

びナノ酸化亜鉛が、経皮的アレルゲン感作時や

その後の経口惹起に与える影響について検討

する。平成 29 年度においては、ナノ酸化チタ

ン、ナノ酸化亜鉛について、抗原腹腔内投与時

のアジュバント効果、及び、抗原経皮感作に与

える影響について検討した。平成 30 年度にお

いては、引き続きナノ酸化亜鉛が抗原経皮感作

に与える影響について検討するとともに、29 年

度腹腔内投与時に急性毒性が見られたことか

ら、ナノ酸化亜鉛の腹腔内投与による急性毒性

に関する検討を行った。また、抗原経口投与に

よるアレルギー反応惹起実験系に関する検討

を開始した。令和元年度においては、抗原経皮

感作-経口惹起実験系を確立し、アレルゲンの経

口投与に対するナノ酸化チタンの影響につい

て検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

試料及び試薬 

 被験物質としては、 

  酸化チタン C（アナターゼ型、粒子径 6 nm） 

（表面未処理） 

を使用した。 

抗原タンパク質としては、卵アレルゲンであ

る卵白アルブミン（OVA; Sigma A5503）を用

いた。その他の試薬は特級グレードのものを用

いた。 

 

酸化チタンナノマテリアルの懸濁液調製 

酸化チタンは、それぞれ 50 mg/mL の濃度で

PBS に懸濁し、2.5 分間の超音波処理の後にボ

ルテックスミキサーにより攪拌するというサ

イクルを 4 回繰り返し、最後に 25G 注射針付

きのシリンジを用いて攪拌し均一化した。 

 

【実験 1】経皮感作-経口惹起実験系に関する検

討 

動物は、7 週齢の雌性 BALB/c マウスを日本

エスエルシー（株）より購入し、MF 飼料(オリ

エンタル酵母工業（株）)を給餌した。1 群の匹

数は 3 匹とした。各実験群の設定および投与ス

ケジュールを Fig. 1 に示す。8 週齢時に背面片

側を剃毛し(Day 0)、翌日より 3 日間、OVA の

PBS 溶液（500μg/50μL）を剃毛部に貼付して

経皮感作を行った(Day 1-3)。抗原液の貼付には、

パッチテスター「トリイ」(鳥居薬品株式会社)を

2 cm 角に切り取ったものを用い、パッド部に

50μL の抗原液を浸潤させて貼付した。パッチ

の上から不織布製のジャケットを装着してパ

ッチを保護した。3 日間貼付後にパッチを外し

(Day 4)、その後 4 日間休ませるという操作を 1

クールとし、4 クールの経皮感作を行った。そ

の後、Day 35、37、39、42、44、46、49、51、

53、56 に OVA 30 mg を経口投与（p.o.）し（3

回／週、計 10 回）、追加免疫を行った。この時、

OVA-S 群では、投与前 3 時間絶食させた。Day 

0, 35, 57 には部分採血し、血清中の抗原特異的

IgE、 IgG1、及び IgG2a 抗体を ELISA 法によ

り測定した。Day 63 に OVA 100 mg を経口投

与し、アレルギー反応を惹起した。追加免疫及

び惹起時の経口投与後 1 時間は、マウスの直腸

温測定、及び下痢症状の観察を行い、下痢症状

については Table 1 の基準に従ってスコアリン

グした。 

 

【実験 2】アレルゲン経皮感作後の経口投与に
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対するナノ酸化チタンの影響に関する検討 

経皮感作の操作は【実験 1】と同様に行った。

1 群の匹数は 3 匹とした。各実験群の設定およ

び投与スケジュールを Fig. 1 に示す。経皮感作

時の OVA 用量は 2μg/50μL とした。その後、

Day 28、30、32、35、37、39、42 に OVA 30 

mg を経口投与（p.o.）し（3 回／週、計 10 回）、

追加免疫を行った。この時、TiO2C po 群では、

OVA 30mg と TiO2 1.88mg（OVA:ナノ酸化チ

タン重量比=16:1）を懸濁させて経口投与した。

Day 0, 25, 43 には部分採血し、血清中の抗原特

異的 IgE、 IgG1、及び IgG2a 抗体を ELISA

法により測定した。経口投与後 1 時間の直腸温

測定及び下痢症状スコアリングは【実験 1】と

同様に行った。 

 

統計解析 

データは Microsoft Excel により集計し、

Vehicle 群を基準とした Dunnett の検定を行い、

p<0.05 を有意とした。図中には、*p<0.05、

**p<0.01 で有意差の程度を示した。 

 

(倫理面への配慮) 

本研究は、国立医薬品食品衛生研究所動物倫

理審査委員会の承認を得て行った。マウスへの

検体の投与、採血等においては、動物の苦痛を

最小限に留めるように努め、動物飼育・管理に

当たっては研究所の動物施設利用規定に従っ

た。 

 

C.研究結果 

【実験 1】経皮感作-経口惹起実験系に関する検

討 

平成 30 年度においては、抗原の腹腔内投与

による感作に続いて経口投与を行い、追加免疫

及びアレルギー反応を惹起する実験系に関す

る検討を行った。OVA 30mg×4 回の追加免疫

を行い、その 1 週間後に OVA 100mg を経口投

与してアレルギー反応を惹起したところ、ある

程度の体温低下や下痢症状は見られたが、顕著

な反応ではなかった。令和元年度においては、

経皮感作-経口惹起実験系を確立するため、これ

までの経皮感作実験系と同様に OVA による 4

週間の経皮感作の後、OVA 30mg×10 回の追加

免疫を行い、その 1 週間後に OVA 100mg を経

口投与してアレルギー反応惹起を行った。各群

の実験条件、及び実験全体のスケジュールを

Fig. 1 に示す。経口投与前の絶食無しの群（OVA

群）と絶食有りの群（OVA+S 群）で比較した。 

 Fig. 2 に血清中の抗原特異的 IgE、IgG1 の測

定結果を示す。経皮感作により IgE、IgG1 抗体

の産生が見られ、その後の経口追加免疫によっ

てさらに増加した。経口投与前の絶食の影響は

特に見られなかった。（なお、通常 Vehicle 群で

は、IgE、IgG1 の蛍光値はそれぞれ 100 及び 50

程度である。） 

 次に、経口追加免疫、及び経口惹起時の体温

変化及び下痢症状スコアの結果を示す（Fig. 3, 

4）。追加免疫 4 回までは体温低下、下痢症状と

もほとんど見られなかったが、追加免疫 7 回目

以降、及び経口惹起においては、顕著な体温低

下及び下痢症状が見られた。（なお、通常の

Vehicle 群では体温変動や下痢症状はほとんど

見られない。）これらの結果から、抗原経皮感作

後に複数回の経口追加免疫を行うことにより、

最終的に経口投与によるアレルギー反応を惹

起することが可能であることが示された。 

 

【実験 2】アレルゲン経皮感作後の経口投与に

対するナノ酸化チタンの影響に関する検討 

 上記【実験 1】において経皮感作-経口惹起実

験系が確立されたので、この実験系を用いて酸

化チタンナノマテリアルの影響について検討

した。用いたのは、これまでに OVA による経

皮感作を増強することが示されているナノ酸

化チタン C（アナターゼ型、粒子径 6 nm）であ

る。【実験 1】と同様、4 週間の OVA 経皮感作

の後、OVA 30mg×7 回の追加免疫を行い、そ

の 1 週間後に OVA 50mg を経口投与してアレ

ルギー反応惹起を行った。OVA のみを経口投与
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する群（OVA 群）に加え、OVA の経口追加免

疫時にナノ酸化チタン C を共存させる群

（TiO2C po 群）を設定した。OVA:ナノ酸化チ

タン重量比は、経皮感作においてナノ酸化チタ

ンによる増強効果が見られた 16:1 とした。各

群の実験条件、及び実験全体のスケジュールを

Fig. 1 に示す。 

 Fig. 5 に血清中の抗原特異的 IgE、IgG1 の測

定結果を示す。経皮感作により IgE、IgG1 抗体

の産生が見られ、その後の経口追加免疫によっ

てさらに増加した。抗体産生に関しては、経口

追加免疫時のナノ酸化チタンの共存による影

響は見られなかった。 

 次に、経口追加免疫、及び経口惹起時の体温

変化及び下痢症状スコアの結果を示す（Fig. 6, 

7）。体温低下に関して、OVA 群では、経口追加

免疫中はそれほど大きな体温低下は見られな

かったが、TiO2C po 群では、追加免疫 7 回目に

おいて大きな体温低下が見られた。経口惹起時

には、両郡ともに顕著な体温低下が見られたが、

OVA 群では 30 分以降は回復傾向が見られたの

に対し、TiO2C po 群では 60 分後まで体温低下

が持続していた。下痢症状に関しては、OVA 群

と比較して TiO2C po 群ではより高いスコアと

なる傾向が見られた。これらの結果から、OVA

群と TiO2C po 群とで有意差は見られなかった

ものの、ナノ酸化チタンが抗原経口投与による

追加免疫及びアレルギー症状惹起を促進する

可能性があることが示された。 

 

D．考察 

本研究班の目的は、食品・食品容器包装用途

に用いられ、経口及び経皮から暴露されるナノ

マテリアルについて、免疫毒性の面から安全性

評価に資するデータを蓄積することである。本

分担研究では、ナノ酸化チタンやナノ酸化亜鉛

が、経皮的アレルゲン感作時やその後の経口惹

起に与える影響について検討を行った。平成 29

年度においては、抗原腹腔内投与時のアジュバ

ント効果、及び、抗原経皮感作に与える影響に

ついて検討した。平成 30 年度においては、引

き続きナノ酸化亜鉛が抗原経皮感作に与える

影響について検討するとともに、29 年度の検討

を受けてナノ酸化亜鉛の腹腔内投与による急

性毒性に関する検討を行った。粒子径の小さな

ナノ酸化チタン（6nm）やナノ酸化亜鉛（25nm）

が経皮感作を増強することから、これらのナノ

マテリアルの作用は粒子径に依存する（粒子径

が小さい場合に増強効果がある）可能性が示唆

された。また平成 30 年度には、抗原経口投与

によるアレルギー反応惹起実験系に関する検

討を開始した。 

令和元年度においては、抗原経皮感作-経口惹

起実験系の確立を目指して検討を続けた。その

結果、OVA 30mg×7 回以上の経口投与による

追加免疫と、その後の OVA の経口投与により

アレルギー症状を惹起する実験系を確立する

ことができた。そこで、この実験系を用いて、

抗原経口投与時のナノ酸化チタンの共存によ

る影響について検討した。経皮感作において顕

著な増強効果を示したナノ酸化チタン C（アナ

ターゼ型、粒子径 6 nm）について検討したと

ころ、OVA による追加免疫や経口惹起を増強す

る傾向が見られたことから、ナノ酸化チタンが

抗原経口投与による追加免疫及びアレルギー

症状惹起を促進する可能性が示された。 

 近年、アレルギー発症の要因として、タンパ

ク質が皮膚を透過して体内に取り込まれ抗原

となる経皮感作経路が注目されている。本研究

のこれまでの検討結果は、抗原タンパク質の経

皮感作によるアレルギー発症において、酸化チ

タンや酸化亜鉛のようなナノマテリアルが共

存することにより感作が増強される可能性を

示しており、粒子径 30nm 未満程度のナノマテ

リアルを皮膚に適用する際には注意が必要で

あると考えられる。また、経皮感作後の抗原経

口投与においても、ナノ酸化チタンが、抗原追

加免疫やアレルギー症状惹起を増強する可能

性が示された。今後、ナノマテリアルの経皮／

経口暴露が免疫応答に与える影響について、さ
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らなる検討を行い、科学的知見を集積すること

が必要である。 

 

Ｅ．結論 

食品・食品容器包装用途、及び化粧品等の両方

に用いられ、経口及び経皮にて暴露される可能

性があるナノマテリアルについて、免疫毒性の

面から安全性評価に資するデータを蓄積する

ため、抗原経皮感作-経口惹起実験系の確立、及

びアレルゲンの経口投与に対するナノ酸化チ

タンの影響について検討した。抗原経皮感作-経

口惹起実験系については、OVA 30mg×7 回以

上の経口投与による追加免疫と、その後の OVA

の経口投与によりアレルギー症状を惹起する

実験系を確立することができた。この実験系を

用いて抗原経口投与時のナノ酸化チタンの共

存による影響について検討したところ、ナノ酸

化チタンが、抗原の経口投与による追加免疫や

アレルギー症状惹起を増強する可能性が示さ

れた。今後は、ナノマテリアルの経皮／経口暴

露が免疫応答に与える影響について、さらなる

科学的知見を集積することが必要である。 
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