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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。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。最終投与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最中であり、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共に最高濃度
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、
今回実施した最高濃度でも、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、
最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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平成 27〜29年度分担研究総合報告書 

 
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 

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 

 
研究代表者	 渡邉	 昌俊	 三重大学大学院医学系研究科	 教授 

 
A．研究目的 
	 本研究グループの目的は、ナノマテリア

ルの物性解析後、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である。

本研究の分担者は、細胞株を利用した in 
vitro 系での各種ナノ粒子の細胞毒性、遺伝
毒性の解析、およびジェネティクスおよび

エピジェネティクスな変化を解析する事に

よりその機構の解明を目指してきた。本研

究での分担は、(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、(2)
エピジェネティクスマーカーの検索、(3)ナ
ノマテリアルの細胞内動態の解析である。

(1)に関して、DU145 細胞の切片担体培養の
条件を基に、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

の構築を目的とした。(2)に関して、物質・
材料研究機構の花方分担研究者と共同研究

のため、この研究報告書では割愛させてい

ただく。(3)について、ナノマテリアル の

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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細胞への影響について、細胞内動態と傷害

機構について、病理学的及び分子生物学的

に明らかにすることを目的とした。 
 
B．研究方法 
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の研究方法につ

いて以下に示す。 
1) 使用細胞株と細胞培養： 
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。これら細胞株は
ATCC (American Type Culture Collection)より
入手した。LNCaPおよび DU145 は RPMI 
1640 培養液(10 %FBS、1 % penicillin & 
streptomycin含有)を用いて、また A549は
F12培養液を用いて 37 ℃、CO2濃度 5 %加
湿インキュベーターで培養した。 
2) 使用した磁性体ナノ粒子 (Fe3O4 NPs、
Fe3O4 NPs-COOH) ： 
磁性体ナノ粒子の一次粒径は約 10 nm で
あり主成分は Fe3O4(マグネタイト)で構成さ
れている。Fe3O4 は空気中の酸素によって酸

化され粒子表面は γ-Fe2O3へ成分に変化があ

るがどちらの場合も磁性を示す酸化物であ

る。 
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。各々1 µg/mL、10 µg/mL、100 
µg/mL で培養液に調整して、超音波破砕機 
(Ultrasonic homogenizer VP-050、TAITEC社) 
にて、分散処理を行い、Fe3O4 NPs の凝集を
取り除き使用した。細胞への Fe3O4 NPs曝露
前には、培養液中における Fe3O4 NPsの大き
さ、粒径の分布を濃厚系粒径アナライザー 

(Fiber-Optics Particle Analyzer FPAR-1000、大
塚電子) にて測定を行った。 
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 
3) 切片担体培養系の準備： 
SD ラット(male, 21 week)２匹をプロトコー
ルに則り、麻酔下で安楽死させた。臓器(肺、
肝臓など)を摘出し、Tissue-Tek cryomold(フ
ナコシ株式会社, Tokyo, Japan)に OCTコンパ
ウンド(フナコシ株式会社, Tokyo, Japan)を入
れ、コンパウンド内に適当な大きさに切っ

た組織を包埋した。組織を包埋した

cryomold をドライアイス上で冷却した n-ヘ
キサン上に浮かべて OCT コンパウンドが固
まるまで静置した。OCT コンパウンドが凍
結し次第-80 ℃で保存した。凍結した組織を
OCT コンパウンドでクライオスタット用の
ステージに貼り付けてセットしたのち、ク

ライオスタット内(-20 ℃～- 30 ℃)で組織を
薄切した。切り出された切片はMASコート
スライドガラス (松浪硝子工業株式会社 , 
Osaka, Japan)へ貼り付けた。組織を貼り付け
たスライドガラスをアセトンに浸漬し固定、

あるいは固定せず風乾し、アセトン固定し

たものは風乾したのち-80 ℃で保存した。組
織切片担体を 4 well multi dish(Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)に入
れたのち、乾燥材と共に密閉容器に収納し

て 4 ℃の暗所で一晩静置し、組織切片を乾
燥させた。 
4) 切片担体培養： 
	 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]を計測した。 
5) 切片担体培養系による A549 細胞の毒性
評価：	 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
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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。 
ナノマテリアルの細胞内動態と傷害機構の

解析 
6) Cell viabilityの測定： 
生細胞の細胞数の変化を測定するために

本実験においては Alamar Blue (Alamar 
Bioscience，Sacrament、California、 USA)を
用いた。細胞は細胞密度が 1.0×104 cells/well
となるように 24 wellプレートに再播種，培
養した。Fe3O4 NPs 曝露後に、培養液を取り
除き、PBSを用いて細胞上に付着した Fe3O4 

NPs をウォッシュアウトする。そして、培
養液で 10倍希釈したAlamar Blue 溶液を500 
µl/wellずつ添加した。37 ℃、5 %CO2加湿イ

ンキュベーター内で 3 時間培養後、細胞内
や細胞に付着した NPs の影響を考慮し、
Alamar Blue溶液の上澄みを 450 µl/wellずつ
別の 24 well plateに移し替えた。その後に、
分 光 光 度 計 (Viento XS 、 DS Pharma 
Biomedical Co.、Ltd)により 570 nmと 600 nm
の波長を測定し、生存率を求めた。 
7) 活性酸素種（Reactive Oxygen Species：
ROS）の測定： 

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。6 
well plateに細胞濃度が 1.0×105 cells/wellにな
るように播種した。まず、PBS	 8.54 ml に
CM-H2DCFDA の試薬を溶かし 10 µM に調

整する。6 well plate の培地を吸引して、そ
の wellに PBS 1mLに 10 µMに調整した試薬
を 200 µL加えた。その後 30分インキュベー
トを行い、蛍光顕微鏡で観察を行った。 
蛍光顕微鏡で撮影した画像を、Imaging 

Soft (Photoshop Elements 8 ;Adobe )を用いて、
画像の輝度と細胞の接着の面積(Pixel 数)を
求めて、定量化を行った。 
8) Flow cytometryによる NPsの細胞内取り込
みの確認： 
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。 
細胞は 100 mm dishで予め培養を行い、細

胞密度が暴露 24 時間の場合は 1.5×105 
cells/well、72時間の場合は 8.0×104 cells/well
となるように 6 well plate に播種した。細胞
接着後、ナノ粒子暴露や DTX処理および阻
害剤処理を行った。 
暴露 24 時間後または 72 時間後、まず培養
液を除去し、PBS を用いてナノ粒子をウォ
ッシュアウトした後、Trypsin/EDTA 200 µL
を用いて細胞を剥離して回収した。回収し

たすべての細胞を 1000 rpm、5分の条件で遠
心分離し、上清をアスピレータで吸引除去

した。その後 PBS 2 mLに懸濁し、1000 rpm、
5分の条件で遠心分離して細胞を洗浄した。
その後、1000 rpm、5分の条件で遠心分離し、
上清を除去してから PBS 600 µLに懸濁し、
InCyte (Merck Millipore, Darnstadt, Germany) 
を用いて SSC の測定およびデータの解析を
行った。 
9) AFMによる DU145細胞上の NPs観察： 
ゼラチン粉末＋純水で1 mg/mL (0.1%)のゼ
ラチン溶液を作製し、オートクレーブで

120 ℃、10 分で溶解させた。35 mm dishに
ガラス基板を入れて3 mlゼラチン溶液を入
れて60 分静置し、最終的にゼラチン溶液を
除去し、クリーンベンチUV下で乾燥させ
た。AFM観察用に細胞を培養するためガラ
ス基板にゼラチンをコートした。ゼラチン

コート済のガラス基板に細胞を播種した。

播種24時間後、細胞をカバーガラス上に接
着させたまま固定(グルタルアルデヒド)し
た。固定した細胞をAFM装置（プローブス
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テーションSPI3800N (NanoNavi II Station)、
SIIナノテクノロジー社;顕微鏡ユニット：
SPA-400、SIIナノテクノロジー社）で測定
し、写真撮影を行った。 
10) 透過型電子顕微鏡(TEM)による観察：	
所定の条件で各細胞に Fe3O4 NPsと Fe3O4 

NPs-COOHを 24時間曝露後、回収し、
2.5%グルタルアルデヒドで固定し、外部に
切片の作成および TEMの撮影の委託した
（花市電子顕微鏡技術研究所）。 
11) Apoptosisの解析： 
細胞は 100 mm dishで予め培養を行い、細胞
密度が暴露 24時間の場合は 1.5×105 cells/well、
72時間の場合は 8.0×104 cells/well となるように
6 well plateに播種した。細胞接着後、ナノ粒子
暴露や DTX処理および阻害剤処理を行った。
暴露 24 時間後または 72 時間後、まず培養液
を 2000 rpm、5分の条件で遠心分離し、非接着
細胞を回収した。また接着している細胞は、

PBS を用いてナノ粒子をウォッシュアウトし、
Trypsin/EDTA 200 µLを用いて細胞を剥離して
ice-cold 培地で回収した。回収したすべての細
胞を 2000 rpm、5分の条件で遠心分離し、上清
をアスピレータで吸引除去した。その後 ice-cold 
PBS 2 mL に懸濁し、2000 rpm、5 分の条件で
遠心分離して細胞を洗浄した。その後

10×concentrated binding buffer (Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) を DW (Distilled 
water) で 10倍希釈した溶液 500 µLに細胞を
懸濁した。ここに Propidium Iodide (Invitrogen, 
Carlsbad, California, USA) 2.5 µL と Annexin V-
FITC solution (Invitrogen, Carlsbad, California, 
USA) 5 µlをそれぞれ加えて氷上・室温で 15分
間静置した。その後、InCyte (Merck Millipore, 
Darnstadt, Germany) を用いて測定およびデー
タの解析を行った。 
12) NF-κBの発現量の測定： 
	 細胞密度が 2.0×105 cells/well(24時間曝露)、
0.8×105 cells/well(72 時間曝露)となるように
細胞を 6 well plate に播種した。細胞接着後、

Fe3O4 NPsあるいは Fe3O4 NPs-COOH曝露を
行った。一定時間後、PBS を用いて NPs を
ウォッシュアウトし、Trypsin/EDTA 250 µL
を添加して細胞を剥離し、回収した。回収

した全ての細胞を 1000 rpm、5 分の条件で
遠心分離し上清を除去した後、PBS に懸濁
した。15000×g、3 分の条件で遠心分離し、
細胞をペレット状にした後上清を除去した。

RIPA buffer 30 µL/sampleに protease inhibitor, 
phosphatase inhibitor を 0.3 µL/sample ずつ混
ぜ Mix を作り、各サンプルに 30 µL ずつ添
加したあとホモジナイズした。 4℃、
15000×g、30 分の条件で遠心分離し、その
上清をWB sampleとした。Sampleのタンパ
ク質濃度を Brad ford 法によって測定し、全
量 10µL, タンパク質量が 10 µg となるよう
に sampleと PBSを混合した。そこに同量の
2×SDS sample buffer(10% メルカプトエタノ
ール含有)を加え計 20 µLとし、95℃, 5 分の
条件でタンパク質を変性させた。その後、E 
SDS-PAGE(Sodium Dodecyl Sulfate Poly-
Acrylamide Gel lectrophoresis)を行い、タンパ
ク質を分離した。電気泳動を行ったゲルか

ら PVDF membraneに分離したタンパク質を
転写し、吸着させた。転写後、membrane を
TBS-T buffer(2％ BSA 含有)に 1 時間振盪さ
せ、ブロッキングを行った。ブロッツキン

グ後、Signal Booster を用いて、一次抗体で
ある β-actin抗体(abcam)を 5000倍希釈、NF-
κB 抗体を 1000 倍希釈し、membraneを浸透
させ、4℃で一昼夜処理した。その後、TBS-
T bufferに membraneを 10分振盪し、洗浄し
た。この操作を 3回繰り返した。 
それぞれの抗体の動物種由来に対応する

HRP標識二次抗体を Signal Boosterを用いて
10000 倍に希釈し、membrane を室温で 1 時
間振盪した。その後、 TBS-T buffer に
membrane を 10 分振盪させ、洗浄した。こ
の操作を 3 回繰り返した。洗浄後、発光試
薬を membraneの表面に垂らし、5 分ほど反
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応させ、検出器を用いて化学発光を検出し、

バンドの検出を行った。各 Sample のバンド
の定量化は Image Jを用いて行った。 
	 なお、抗癌剤 docetaxel（DTX）は前立腺
癌細胞で NF-κB の発現を誘導する事が知ら
れているので，positive controlとして用いた。 
13) Autophagyの確認： 
細胞は 100 mm dishで予め培養を行い、細

胞密度が暴露 24 時間の場合は 8.0×103 
cells/well、暴露 72 時間の場合は 3.0×103 
cells/wellとなるように 96 well plateに播種し
た。細胞接着後、ナノ粒子暴露や DTX処理
および阻害剤処理を行った。Positive control
と し て 、 Tamoxifen (Cayman Chemical, 
Michigan, USA) 20 µMで処理したサンプルも
準備した。暴露 24時間後および 72時間後、
まず plate ごと 400×g、5 分の条件で遠心分
離し、浮遊細胞を沈殿させ、上清を除去し

た。次に、MDC (Cayman Chemical, Michigan, 
USA) を Cell based assay buffer (Cayman 
Chemical, Michigan, USA) で1000倍希釈し、
これを染色液として 100 µL/well加え、10分
間インキュベートした。その後、plate ごと
400×g、5 分の条件で遠心分離し、上清を除
去してから Cell based assay buffer を 100 
µL/well 加え、さらに plateごと 400×g、5 分
の条件で遠心分離して細胞を洗浄した。最

後に、上清を除去し、Cell based assay buffer
を 100 µL/well 加え、蛍光顕微鏡を用いて観
察および撮影を行った。撮影した画像は、

画像ソフトウェア Image Jを用いて細胞数、
画像の輝度と発光面積を求め、定量化を行

った。 
（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．研究結果 
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 
肝および肺組織切片担体培養における A549
の細胞密度の経時変化を示す（図 1,2）。こ
れらの結果より、肝あるいは肺組織切片担

体培養において、アセトン固定かつ切片の

厚さが 4μmで実験を行う事に決定した。 
Fe3O4NPs 曝露時の各組織切片担体上の
A549細胞の生存率を、Alamar Blue吸光度
から直接算出したものと、検量線から算出

したものの 2 種類をまとめた結果を図 3 に
示す。 
	 吸光度の測定値から直接算出した生存率

は、スライド上非曝露群が 100.0± 2.96 %、
スライド上 100 µg/mL 曝露群が 105.5 ± 
4.11 %、肺切片担体上非曝露群が 97.0 ± 
3.57 %、肺切片担体上 100 µg/mL曝露群が
104.5 ± 5.28 %、肝臓切片上非曝露群が
90.7 ±  1.60 %、肝臓切片担体上 100 
µg/mL曝露群が 99.7 ± 2.54 %であった。
いずれも統計学的に有意差を示す減少は認

められなかった。 
	 検量線から算出した生存率は、スライド

上非曝露群が 100.0 %、スライド上 100 
µg/mL 曝露群が 100.7 %、肺切片担体上非
曝露群が101.1 %、肺切片担体上100 µg/mL
曝露群が 100.9 %、肝臓切片上非曝露群が
96.5 %、肝臓切片担体上 100 µg/mL曝露群
が 96.8 %であった。 
	 組織切片担体上で培養した細胞を回収し、

Flow cytometry によって細胞内 ROS 産生
量を定量的に測定した結果を図 4 に示す。
スライドガラス上では曝露群 100 ± 
20.2 %、100 µg/mL曝露群 125.0 ± 51.1 %、



 29 

肺切片担体上では非曝露群時 100 ± 
39.6 %、100 µg/mL曝露群 122.3 ± 22.1 %、
肝臓切片担体上では非曝露群 100 ± 
12.9 %、100 µg/mL曝露群 114.1 ± 33.0 %
であった。いずれも統計学的に有意差を示

す上昇は認められなかった。 
	 細胞の状態を示す Integrinb-1およびEGFR
の発現を確認した.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（図 5）。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と傷害機構の

解析 
1) Fe3O4 NPsの DU145細胞内の局在につい
て: 
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。細胞

表面に付着している NPs 凝集体の粒径につ
いては、表面修飾の有無による違いは認め

られなかった。 
2) 細胞生存率 
前立腺癌細胞株において（図 6）、Fe3O4NPs
および Fe3O4 NPs-COOHの曝露量が増えるに
従い、ともに細胞生存率は低下し、200 
µg/mL 曝露時には有意に低下した(p<0.05)。
しかし、Fe3O4NPs曝露時に比べ、Fe3O4 NPs-
COOH 曝露時は細胞生存率の低下は抑制さ
れるも両者の間に有意差は認めなかった。 
3) ROS生成の測定 
細胞内の ROS の生成量について、定量化し
た結果を図 7 に示す。ROS の産生量を、
Control 時を 1.00 [－]として数値化を行った。
Fe3O4 NPs 曝露では、100 µg/mL 曝露時より
有意に ROS 産生が確認された(p<0.05)。一
方、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。 
4) NF-κBの発現量の測定 
Control時 1.00 [-]、DTX 1 nM処理時 1.89 
[-]、Fe3O4 NPs-COOH 100 µg/mL曝露時 1.65 
[-]、DTX 1nMと Fe3O4 NPs-COOH 100 
µg/mL曝露時 1.29 [-]、Fe3O4 NPs 100 µg/mL
曝露時 0.86 [-]、DTX 1nMと Fe3O4 NPs 100 
µg/mL曝露時 0.80 [-]であった（図 8）。NF-
κBの発現量の変化は、修飾により異なる挙
動を認めた。 
5) Apoptosisについて 
暴露 24 時間後においては、Control 3.73%、
DTX 1 nM 処理時  4.96%、MNPs-Fe3O4 
100 µg/mL 暴露時 4.72%、DTX 1nM と

MNPs-Fe3O4 100 µg/mL暴露時 5.74%であ
った。また、暴露 72 時間後においては、
Control 5.41%、DTX 1 nM処理時 9.12%、
MNPs-Fe3O4 100 µg/ml 暴露時  7.37%、
DTX 1nMとMNPs-Fe3O4 100 µg/mL暴露



 30 

時 14.75%であった。 
6) Autophagyについて 
ナノ粒子の修飾にかかわらず、濃度依存的

及び時間依存的に autophagyを誘導し（図 9）、
ナノ粒子暴露により活性酸素種を産生する

場合は、有意に apoptosis が加わり、細胞傷
害をもたらすと考えられた。 

 
D. まとめ 

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、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。

この培養系の評価は、GDL-1 細胞を使用し
た変異頻度・様式の解析が必要と考えられ

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。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。 
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図 1. 肺組織切片担体上での A549 細胞の細
胞密度の変化 

 
図 2. 肝組織切片担体上での A549 細胞の細
胞密度の変化 

 
図 3.磁性体ナノ粒子曝露による切片担体に
おける細胞生存率 

 
図 4. 組織切片担体上での A549細胞の ROS産生量 

 
図 5.切片担体と Integrin及び EGFR発現 

 
図 6.磁性体ナノ粒子の表面修飾の有無と細
胞生存率 

図 7. 磁性体ナノ粒子の表面修飾の有無と
ROS産生 
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図 6. 磁性体ナノ粒子の表面修飾と NF-kB
発現量 

図 7.磁性体ナノ粒子の表面修飾と
Autophagy  
 
 



 35 

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 年度分担研究総合報告書 

 
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 

ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼーション 
研究分担者 林 幸壱朗 九州大学大学院歯学研究院 助教 

 
A．研究目的 
 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。分

担研究として、ナノマテリアルの作製及び

キャラクタリゼーションを担当した。具体

的には、金ナノ粒子および銀ナノ粒子の毒性

を評価するために、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。また、酸化チタンナノ粒子に関し

ては、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

ナノ粒子の作製およびキャラクタリゼーシ

ョンを目的とした。 
 
B．研究方法 
1) 一般的な方法による金ナノ粒子の作製 
	 1 M塩化金酸水溶液 10 µLを 5 mLの水で
希 釈 し た 。 ま た 1.1 g の

hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)
を 4 mL の水に、水素化ほう素ナトリウム
0.91 mg を 1 mL の水に溶解させ、それぞれ
水溶液を調製した。塩化金酸水溶液に

CTAB 水溶液を加えたのち、水素化ほう素
ナトリウム水溶液を一滴ずつ撹拌しながら

加えた。反応が終了後、未反応の CTAB や
析出した NaBrの結晶を遠心分離によって取
り除いた。 
2) 一般的な方法による銀ナノ粒子の作製 
	 0.7 mM のクエン酸三ナトリウム水溶液

研究要旨：分担研究として、ナノマテリアルの作製およびキャラクタリゼーション

を目的とした。金ナノ粒子および銀ナノ粒子の毒性を評価するために、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した。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。
exadecyltrimethylammonium bromide（CTAB）を界面活性剤として用いて金および銀
ナノ粒子を作製したが、CTABが毒性を示す可能性があるということから、CTABの
代わりとなる物質を探索したところ、アミノ酸であるシステインが有用であった。

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。酸化チタンナノ粒子に関しては、酸化チタンナノ粒子の粒径や

形状が毒性に与える影響を調べるために、酸化チタンナノ粒子の形状および粒径制

御に取り組んだ。酸化チタンナノ粒子を作製する際に酵素であるウレアーゼを使用

し、さらに尿素を触媒として使用することで、針状、ウニ状、中空状のナノ粒子が

得られた。また、ウレアーゼや尿素の添加量を調節することで、ナノ粒子のサイズ

制御が可能であった。今後、合成条件を最適化することにより、より精密な形状制

御およびサイズ制御が可能になると考えられた。 
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100 mLに 0.1 M硝酸銀水溶液 100 µLを撹拌
しながら加えた。次に、氷浴で冷却した

NaBH4水溶液（濃度 5.3 M）100 µLを 1滴ず
つ加えた。 
3) 高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する方
法 
	 25 mMグルコース水溶液、50 mM水酸化
ナトリウム水溶液、50 mM 硝酸銀（Ⅰ）水

溶液、50 mM CTAB水溶液をそれぞれ 5 mL
ずつ調製した。硝酸銀（I）水溶液を CTAB
水溶液に一滴ずつ撹拌をしながら加えた。

これにより溶液は黄色の銀錯体溶液となっ

た。次にグルコース水溶液に対して水酸化

ナトリウム水溶液を加え、さらに銀錯体溶

液を加えた。反応により溶液は黄褐色とな

った。この溶液を 50℃で 5 時間超音波処理
し、遠心分離によって未反応の CTAB を回
収し、目的とする銀ナノ粒子溶液を得た。 
4) CTAB 非使用で高濃度の金ナノ粒子およ
び銀ナノ粒子分散液を作製する方法 
	 塩化金酸水溶液または硝酸銀水溶液にシ

ステインを溶解した。この溶液に氷浴で冷

却した NaBH4 水溶液を加え、超音波処理を

5時間行った。金ナノ粒子、銀ナノ粒子どち
らにおいても、金属：システイン＝１：１

とした。 
5) 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） 
 表 1 の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。 
 各条件により得られた生成物を TiO2 NPs-1～

10 とする。 
6) TiCl4 以外の原料からの TiO2 NPs の作製  
 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 回洗浄し最終的に 10 mL
の水に分散させた。Ti 原料の構造式を図 1 に

示す。また、生成物は用いた原料によってそれ

ぞれ TiO2 NPs-11, 12, 13, 14 と記す。 
 
C．研究結果 
一般的な方法で作製した金ナノ粒子の特性 
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

く安定的に分散した（図 2a）。また、金ナノ
粒子の粒径は 10～20 nmであった（図 2b）。
金ナノ粒子のゼータ電位は＋8.6 mV であっ
た。蒸留水中での粒度分布を測定したとこ

ろ、TEM から見積もった一次粒径とほぼ同

じであったが、10 nm 以下の微小な粒子や
100 nm 以上の凝集体も存在していることが
明らかになった（図 3a）。金ナノ粒子水溶液
の吸収スペクトルを測定したところ、金ナ

ノ粒子の表面プラズモン共鳴に由来するピ

ークが観察され、金ナノ粒子が水溶液中で

均一に分散していることが光学的評価から

も明らかになった（図 3b）。 
しかし、分担研究者より CTAB に毒性が

あることが判明したため、CTAB を用いな
い金ナノ粒子の作製法の開発が必要である

ことが明らかになった。 
一般的な方法で作製した銀ナノ粒子の特性 
	 銀ナノ粒子を合成すると、図 4 に示すよ
うに、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。In vitro 評
価を行うために、2 mg/mL 以上の濃度でも
水に分散する銀ナノ粒子の作製法の開発が

必要であることが明らかになった。 
高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する方法

で作製した銀ナノ粒子の特性 
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	 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（図 5）。しかし、
この方法は CTAB を使用するため、得られ
る銀ナノ粒子は毒性を示すことが明らかに

なった。このため、CTABを用いず 2 mg/mL
以上の濃度でも凝集・沈降しない銀ナノ粒

子を作製する方法を開発する必要があるこ

とが明らかになった。 
CTAB 非使用で作製した金ナノ粒子および
銀ナノ粒子の特性 
	 作製した金ナノ粒子は粒径 20 nm 以下で
あった（図 6 左）。ICP-MS により元素分析
を行ったところ、金 37 mmol/kg、硫黄 50 
mmol/kg であった。この硫黄はシステイン
に由来するものである。金と硫黄は１：１

で仕込んでいるため、精製の過程で若干金

ナノ粒子の損失があったと思われる。一方、

作製した銀ナノ粒子は一般的な方法で作製

した銀ナノ粒子よりも長細い形状をしてお

り、サイズは約 40 nm×約 12 nm であった
（図 6 右）。ICP-MS により元素分析を行っ
たところ、金 51 mmol/kg、硫黄 50 mmol/kg
であり、仕込み比とほぼ同じであった。 
	 これらの方法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。 
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） 
得られた粒子の TEM 像を図 7 に示す。TiO2 
NPs-1～3 は針状粒子の集合体を形成していた。

TiO2 NPs-4 と 5 は中空構造の中空ナノ粒子で

あり、それぞれ粒径が約 600 nm, 10 nm であっ

た。TiO2 NPs-6～8 は針状粒子からなる不規則

な凝集体であった。TiO2 NPs-9 と 10 は球状粒

子であった。 

TiCl4 以外の原料からの TiO2 NPs の作製 
 図 8 に生成物の TEM 像を示す。一次粒子の

粒径は異なるが全て球状粒子の凝集体であっ

た。TiO2 NPs-13 において、一部中空粒子が確

認された。 
 以上の 1 および 2 の結果から、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最

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。 
 
D. まとめ 
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
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方法を検討している最中であり、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。 
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図 1. 原 料 の 構 造 ： (1) tetrabutyl 
orthotitanate, (2) bis(2,4-pentanedionato)-
bis(2-propanolato)titanium, (3) tetrabutyl 
orthotitanate tetramer, (4) tetraisopropyl 
orthotitanate, (5) titanium 2-ethylhexyloxide 

 

 

図 2 (a). 金ナノ粒子水溶液（2 mg/mL）の写
真, (b) 金ナノ粒子 
の TEM像 

 

 

 

図 3 (a). 金ナノ粒子の水中での粒度分布, (b) 
金ナノ粒子水溶液の吸収スペクトル 
 

 

図４ 一般的な方法で作製した銀ナノ粒子
水溶液の写真：（左）0.02 mg/mL, （右）0.2 
mg/mL 
 

 

サンプル
尿素
（mg）

ウレアーゼ
（mg）

TiO2 NPs-1 12 50
TiO2 NPs-2 24 50
TiO2 NPs-3 48 50
TiO2 NPs-4 96 50
TiO2 NPs-5 192 50
TiO2 NPs-6 12 100
TiO2 NPs-7 24 100
TiO2 NPs-8 48 100
TiO2 NPs-9 96 100

TiO2 NPs-10 192 100

表 1. TiO2 NPsの合成条件 

Au NPs
(2 mg/mL) 20 nm

a b
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図 5 高濃度の銀ナノ粒子分散液を作製する
方法による銀ナノ粒子の TEM像 

 

図 6. CTAB非使用の方法により作製した金
ナノ粒子（左）と銀ナノ粒子（右）TEM像
（スケールバー：20 nm） 

 

図 7.酸化チタンナノ粒子の TEM 像 

 

 

図 8.酸化チタンナノ粒子 No.11-14 の TEM 像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. TiO2 NPsの TEM像 
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図 3. TiO2 NPs-11～14の TEM像 

TiO2 NPs-13 TiO2 NPs-14 TiO2 NPs-12 TiO2 NPs-11 
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	 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年度分担研究総合報告書 

 
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 
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 

 
研究代表者	 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 

A. 研究目的 
	 既存の in vitro遺伝毒性試験としては、Ames試
験（変異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損
傷試験）、小核試験（染色体異常試験）などが簡便

な試験法として汎用されている。しかしながら、

これらの in vitro 試験のみでは微粒子などの化学
物質の遺伝毒性評価は難しく、別の視点から遺伝

毒性を評価する試験法を更に追加することが必要

であると考える。そこで我々は、LC-MS/MS によ
り DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダク

トーム法）を用い、DNA損傷のより詳細な評価を
行ない、化学物質の in vitro安全性評価法として妥
当かどうかについて検討を行った。 
一方、ナノマテリアルの気道毒性の in vitroリス

ク評価は主として肺胞上皮由来細胞を単独で用い

た系で為されているが、当該毒性の発現機構には

肺胞マクロファージによる貪食と液性因子放出が

関与することが示唆されている。そこで、我々は、

生体を模倣した新規 in vitro 試験系の構築が必要
であると考え、マクロファージ様細胞と肺由来の

研究要旨：ナノマテリアルのより適切な安全性評価系の構築を目指し、DNA付加体を網羅的に解析
する方法（アダクトーム法）を用い、ナノマテリアルにより誘発される DNA損傷のより詳細な評価
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。よってナノマテ

リアル投与により、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。この結果に基づき、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
の構築を行った。多層カーボンナノチューブ(MWCNT)を用いて、本システムの妥当性の検証及び、
毒性の低減化も考慮して、繊維長の違いに対する影響についても観察した。繊維長の異なるMWCNT
（MWCNT-S及び MWCNT-L）を gpt delta マウス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の曝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、共培養システムは、生体を模倣する試験系として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、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。これらMGTの細胞への取り込みを観察した結果、
BMSC-5は BMS-10よりも細胞内への取り込みが低いことがわかった。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ったと考えられる。現在、

ポリアクリル酸修飾により毒性が強く観察されるメカニズムについて検討を行なっている。 
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。引き続き、本解析システムの妥当性を更に検討するとともに、形状やサイズの異なる

ナノマテリアルや様々な表面修飾を施したナノマテリアルの毒性評価を行なうことが、有用なナノマ

テリアルのリスク低減化を検討する上で重要と思われた。 
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細胞の共培養系を利用して、新しい in vitro気道毒
性試験系を開発することを試みている。本研究で

は、多層カーボンナノチューブ(MWCNT)、マグネ
タイトナノ粒子 (MGT)を用いて共培養系を用い
た in vitro気道毒性試験系の妥当性検討を行った。
また、毒性の低減化も考慮して表面修飾の有無や

サイズ違いなどの物理化学的な状態変化が遺伝	

毒性に対する影響についても観察した。 
 
B. 研究方法 

• 使用したナノマテリアル 
本研究では、繊維長の異なるMWCNT (MWCNT-L; 
85〜200 nm, MWCNT-S; 40〜70 nm)、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)を使用した。 
 

u 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 ICR マウス(オス、7 週齢)に曝露
した。その際、同時に 0.05% Tween20のみを投与
したマウスを準備しコントロールとした。投与か

ら 24 時間後に屠殺し、肺を摘出した。肺から
DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリホスファター
ゼ、ホスホジエステラーゼによりモノデオキシリ

ボヌクレオシドに消化した後、水－メタノールの

溶媒系を用い 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。 
 

u 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 
本研究では繊維長の異なる MWCNT (MWCNT-L; 
85〜200 nm, MWCNT-S; 40〜70 nm)を使用した。 
 

① in vivo遺伝毒性試験法 
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。最終投与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。 

② 共培養システムによる遺伝毒性試験法 
本研究で用いた共培養システムを図１に示す。 

 
図１	 共培養システムによる in vitro気道毒性試験 

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 を播種し、24 時間培養した。MWCNT-L
及び MWCNT-S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。 
 

u 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 
本研究では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
使用した。 

① 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を播種し、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、前述の方法に従って
gpt遺伝子の変異を解析した。 
 

② ナノマグネタイト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
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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。 
 
（倫理面への配慮） 
	 本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん

研究センターを含む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

苦痛軽減処置を行う。 
 
C．研究結果 

u 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 
BMS-10をマウスに経気道曝露し、投与後 24時間
後に肺を摘出し DNA を抽出後、HPLC-QTof-MS
を用いて DNA 付加体を分析した。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（図２）。
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(表 1)。 

 
図２ MGT投与群及びコントロール群のDNA付加体マップ 

 
図3 PCA解析の結果 
表１ MGT 曝露に特徴的な付加体としてスクリーニングされたもの 

 
 

u 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 

① in vivo遺伝毒性試験法 
繊維長の異なる MWCNT の遺伝毒性を in vivo 及
び in vitro共培養系で評価し、得られた遺伝毒性の
結果を比較した。まず in vivo遺伝毒性試験から検
討を行った。MWCNT-L 及び MWCNT-S 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。解析の結果、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 
(図４)。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（図５）。 
 

 
図 4	 繊維長の異なるMWCNTの in vivo遺伝毒性 
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図5  gpt deltaマウス肺に観察された変異スペクトル 
 

② 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
の両細胞に繊維長の異なる MWCNT 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。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 
(図 6)。 
 

 
図 6	 単培養及び共培養下に GDL1細胞に観察された gpt変異頻度 
 
次に、繊維長の異なるMWCNTによる変異スペク
トルを解析した。その結果、MWCNT-S ではコン
トロールと比較して G:C→C:Gおよび A：T→C：
Gが、MWCNT-Lでは G:C→T:Aおよび A：T→C：
Gが増加しており、繊維長の異なるMWCNTでは
変異スペクトルのパターンに違いが観察された

（図 7）。 
 

 
図7  GDL１細胞に観察された変異スペクトル 
 

u 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 
 

① 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
の両細胞に各 MGT(BMS-10、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。結果を図 8に示す。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(図 9)。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かし

らの影響を及ぼしていることがわかった。 
 
 

 
図8	 GDL1細胞に観察された変異頻度 
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図 9	 MGT暴露により GDL１細胞に観察された変異スペクトル 
 

② ナノマグネタイト粒子の細胞への取り込み 
各 MGT(BMS-10、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。結果を図 10 に示す。
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。 
 
 

 
図 10	 各MGTの細胞への取り込み 
 
Ｄ．考察 
	 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。 
 
Ｅ．結論 
	 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
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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。この結果に基づき、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を共培養する系の構築を行
った。この手法を用いて、MWCNTを用いて、本
システムの妥当性の検証及び、毒性の低減化も考

慮して、繊維長の違いに対する影響についても観

察した。繊維長の異なるMWCNT（MWCNT-S及び
MWCNT-L）をgpt delta マウス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の曝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、

共培養システムは、生体を模倣する試験系として

有用であることが示唆された。 
更に同システムを用い、遺伝毒性に対する表面修

飾の違いが及ぼす影響についても観察した。表面

修飾を施していないMGTと比較して、ポリアクリ
ル酸の表面修飾を施したMGTは細胞内には取り込
まれにくいが、遺伝毒性は強く、また観察された

変異スペクトルは両者で全く異なるという結果と

なった。現在、ポリアクリル酸修飾により毒性が

強く観察されるメカニズムについて検討を行なっ

ている。 
今後は更に、本解析の妥当性を検討するとともに、

形状やサイズの異なるナノマテリアルや様々な表

面修飾を施したナノマテリアルの毒性評価を行な

うことで、有用なナノマテリアルのリスク低減化

を検討する。 
 
Ｆ．健康危険情報 
	 特になし。 
（分担研究報告書には記入せずに、総括研究報告

書にまとめて記入） 
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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 

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 
 

研究分担者	  中江	 大	 	     東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科	 教授 
 研究協力者   美谷島	 克宏	 	 東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科 准教授 
研究協力者   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

研究要旨：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。
本研究は、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フォルペット（農薬，陽性対照物質）
と金ナノ粒子・銀ナノ粒子および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表皮傷害性と表皮侵入性について、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 の単層培養系
において、それら化学物質の細胞傷害性について、それぞれ解析した。その結果、

再構成表皮は化学物質の皮膚毒性の強さに応じた傷害性を示し、金属ナノ粒子はい

ずれも皮膚障害性が低かったが、マグネタイトは単層培養ケラチノサイトに対して

弱い傷害性を示した。表皮の重層構造は化学物質の皮膚毒性に対する防御効果があ

り、（成熟した）角質層は当該防御効果を増強するものと判明した。したがって、

皮膚一般毒性を in vitro で評価する目的に対して、単層培養系のみでは不十分であ
り、3D 皮膚再構成系を用いることが有用である可能性が示された。再構成系の表
皮組織は化学物質の傷害性に対して一定の「バリア機能」を有しており、当該機能

の発揮には成熟した角質層の存在が（少なくとも部分的に）関与している。表皮の

重層構造や（成熟した）角質層の存在は、金属ナノ粒子の表皮通過を必ずしも防御

できないことが判明した。しかし、金属ナノ粒子の表皮通過性には物理化学的性質

（今回の場合はマグネタイトの表面修飾の有無）が関与し、その状況（今回の場合

は、マグネタイトの表面修飾がないこと）によっては表皮の重層構造や（成熟し

た）角質層の存在が表皮通過を防御できることも判明した。マグネタイトの表面修

飾は、単層培養ケラチノサイト傷害性を減弱させ、また、再構成系における表皮組

織通過性を獲得させた。以上より、3D ヒト皮膚再構成系は，in vivo に外挿できる
皮膚一般毒性評価系として有用である可能性が示された。 
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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。 

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 

1-1) 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。
なお、実験には、角質層が成熟した13日培
養品のほか、角質層が未成熟の3日培養品お
よび6日培養品を用いた。 

 

1-2) 単層培養系 

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。実験時の培養条件は、前項

と同様とした。 

2) 被験物質 

2-1) 陽性対照物質 

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。 

2-2) 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、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。 

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邉 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，

渡邊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。 

3) 実験および解析 

被験物質への曝露は，3Dヒト皮膚再構成
系において表皮組織上面から（図1），単層
培養系において培地中へ，それぞれ行っ

た．詳細な実験条件は，結果の項に記す． 

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-
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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。 

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。 

3-1) 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。 

3-2) 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）。 

3-3) 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。 
 
（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) フォルペット 

1-1) 3Dヒト皮膚再構成系 

フォルペットは、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アッセイお
よびLDHアッセイを試みた結果、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（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（図2）。 

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（図3）。 

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、一方、TNF-αに関して1000 
µg/mL以上で増強した（図4）。 

1-2) NKEK単層培養系 

フォルペットは、最終濃度0・1・10・
30・60・100 µg/mLで24時間曝露した。MTT
アッセイを試みた結果、30 µg/mL以上で強
い細胞毒性を示した（図5）。 

1-3) HepG2単層培養系 

フォルペットは、最終濃度0・1・10・
30・60・100 µg/mLで24時間曝露した。MTT
アッセイを試みた結果、60 µg/mL以上で強
い細胞毒性を示した（図5）。 

2) 金ナノ粒子 

2-1) 3D皮膚再構成系 

金ナノ粒子は、最終濃度1・3・7・15・
31・62.5・125・250・500・1000 µg/mLで24
時間曝露した。LDHアッセイを試みた結
果、角質層成熟再構成系（13日培養品）に
おいて、いずれの用量でも細胞毒性を示さ

なかった（図6）。 

病理組織学的解析において、金ナノ粒子

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（図7）。 

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。 
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2-2) HepG2単層培養系 

金ナノ粒子は，最終濃度0.3・0.7・1.5・
3.1・6.2・12.5・25・50・100 µg/mLで24時間
曝露した。LDHアッセイおよびNRアッセイ
を試みた結果、いずれの用量でも細胞毒性

を示さなかった（図8）。 

3) 銀ナノ粒子 

3-1) 3D皮膚再構成系 

銀ナノ粒子は、最終濃度31・125・500・
1000 µg/mLで24時間曝露した。LDHアッセ
イおよびNRアッセイを試みた結果、角質層
成熟再構成系（13日培養品）において、い
ずれの用量でも細胞毒性を示さなかった

（図9）。 

病理組織学的解析において、銀ナノ粒子

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（図10）。 

ICP-MS解析は、銀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。 

3-2) HepG2単層培養系 

銀ナノ粒子は，最終濃度0.3・0.7・1.5・
3.1・6.2・12.5・25・50・100 µg/mLで24時間
曝露した。LDHアッセイおよびNRアッセイ
を試みた結果、いずれの用量でも細胞毒性

を示さなかった（図11）。 

4) マグネタイト 

4-1) 表面修飾マグネタイト 

4-1-1) 3D皮膚再構成系 

表面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
アッセイおよびLDHアッセイを試みた結
果，角質層成熟再構成系（13日培養品）
（図12）・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

（図13）。 

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（図
14）。 

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（図15）。 

4-1-2) NKEK単層培養系 

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アッセイを試みた結
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（図16）。 

4-1-3) HepG2単層培養系 

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アッセイを試みた結
果、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（図17）。 

 

4-2) 表面非修飾マグネタイト 

4-2-1) 3D皮膚再構成系 

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
アッセイおよびLDHアッセイを試みた結
果、角質層成熟再構成系（13日培養品）
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（図12）・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（図13）。 

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（図14）。 

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（図15）。 

4-2-2) NKEK単層培養系 

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アッセイを試みた結
果、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（図

18）。 

4-2-3) HepG2単層培養系 

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アッセイを試みた結
果、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（図19）。 

 
D. 考察 

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
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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。 

以上の3種類の金属ナノ粒子について、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、これらの

金属ナノ粒子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。 

 

E. 結論 

成熟した角質または未成熟な角質を持つ

ヒト3D皮膚再構成系は、ヒトケラチノサイ
ト単層培養系と併用することにより、ナノ

マテリアルを含む化学物質の皮膚一般毒性

を定量的に評価する系として有用である可

能性が示された。 

再構成表皮は化学物質の皮膚毒性の強さ

に応じた傷害性を示し、金属ナノ粒子はい

ずれも皮膚傷害性が低かったが、マグネタ

イトは単層培養したケラチノサイトに対し

て弱い傷害性を示した。 

表皮の重層構造は化学物質の皮膚毒性に

対する防御効果があり、（成熟した）角質

層は当該防御効果を増強するものと判明し

た。したがって、皮膚一般毒性をin vitroで
評価する目的に対して、単層培養系のみで

は不十分であり、3D皮膚再構成系を用いる
ことが有用である可能性が示された。 

再構成系の表皮組織は化学物質の傷害性

に対して一定の「バリア機能」を有してお

り、当該機能の発揮には成熟した角質層の

存在が（少なくとも部分的に）関与してい

る。 

表皮の重層構造や（成熟した）角質層の

存在は、金属ナノ粒子の表皮通過を必ずし

も防御できないことが判明した。しかし、

金属ナノ粒子の表皮通過性には物理化学的

性質（今回の場合はマグネタイトの表面修

飾の有無）が関与し、その状況（今回の場

合は、マグネタイトの表面修飾がないこ

と）によっては表皮の重層構造や（成熟し

た）角質層の存在が表皮通過を防御できる

ことも判明した。 

マグネタイトの表面修飾は、単層培養ケ
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ラチノサイト傷害性を減弱させ、また、再

構成系における表皮組織通過性を獲得させ

た。 

以上より、3Dヒト皮膚再構成系は、in 
vivoに外挿できる皮膚一般毒性評価系として
有用である可能性が示された。 
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図１．LabCyte EPI 24モデル 
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13日培養品 
MTTアッセイ     LDHアッセイ 

6日培養品 
MTTアッセイ     LDHアッセイ 

図 2．フォルペット，3D皮膚再構成系，細胞毒性（縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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図 3．フォルペット，3D皮膚再構成系 13日培養品，病理組織学的解析（HE；2000 
µg/mL） 
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FLG 
CLDN1 

TNF-α 

 
図 4．フォルペット，3D皮膚再構成系 13日培養品，遺伝子発現（縦軸，任意単位；横軸，
µg/mL） 
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NKEK 

HepG2 

 
図 5．フォルペット，単層培養系，細胞毒性（MTTアッセイ；縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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図 6．金ナノ粒子，3D皮膚再構成系 13日培養品，細胞毒性（LDHアッセイ；縦軸，%；
横軸，µg/mL） 
 
 

 
図 7．金ナノ粒子，3D皮膚再構成系 13日培養品，病理組織学的解析（左，HE；右，金染
色；500 µg/mL） 
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LDHアッセイ 

NRアッセイ 

 
図 8．金ナノ粒子，HepG2単層培養系，細胞毒性（縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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図 9．銀ナノ粒子，3D皮膚再構成系 13日培養品，細胞毒性（LDHアッセイ；縦軸，%；
横軸，µg/mL） 
 

 
図 10．銀ナノ粒子，3D皮膚再構成系 13日培養品，病理組織学的解析（左，HE；右，銀染
色；500 µg/mL） 
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LDHアッセイ 

NRアッセイ 
 

 
図 11．銀ナノ粒子，HepG2単層培養系，細胞毒性（縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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MTTアッセイ 

          dH2O      表面修飾マグネタイト              表面非修飾マグネタイト 
                       2        6.7        20         2         6.7        20 
LDHアッセイ 

          LB      dH2O     表面修飾マグネタイト         表面非修飾マグネタイト 
                             2       6.7       20        2       6.7      20 
 
図 12．マグネタイト，3D皮膚再構成系 13日培養品，細胞毒性（縦軸，%；横軸，
mg/mL） 
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表面修飾マグネタイト 

表面非修飾マグネタイト 

 
図 13．マグネタイト，3D皮膚再構成系 13日培養品，病理組織学的解析（HE；20 mg/mL） 
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            dH2O      表面修飾マグネタイト           表面非修飾マグネタイト 
                        2        6.7        20         2         6.7        20 
 
図 14．マグネタイト，3D皮膚再構成系 13日培養品，培地中鉄含有量（縦軸，µg/kg；横
軸，mg/mL） 
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FLG 

                dH2O             表面修飾             表面非修飾 
                                 マグネタイト            マグネタイト 
CLDN1 

                dH2O             表面修飾             表面非修飾 
                                 マグネタイト            マグネタイト 
TNF-α 

                dH2O             表面修飾             表面非修飾 
                                 マグネタイト            マグネタイト 
図 15．マグネタイト，3D皮膚再構成系 13日培養品，遺伝子発現（20 mg/mL；縦軸，任意単位；横軸，µg/mL） 
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24時間培養 

72時間培養 

 
図 16．表面修飾マグネタイト，NKEK単層培養系，細胞毒性（Alamar Buleアッセイ；縦
軸，%；横軸，µg/mL） 
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24時間培養 

72時間培養 

 
図 17．表面修飾マグネタイト，HepG2単層培養系，細胞毒性（Alamar Buleアッセイ；縦
軸，%；横軸，µg/mL） 
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24時間培養 

72時間培養 

 
図 18．表面非修飾マグネタイト，NKEK単層培養系，細胞毒性（Alamar Buleアッセイ；
縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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24時間培養 

72時間培養 

 
図 19．表面非修飾マグネタイト，HepG2単層培養系，細胞毒性（Alamar Buleアッセイ；
縦軸，%；横軸，µg/mL） 
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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年度分担研究総合報告書 

 
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 

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 
 
研究分担者	 宮島	 敦子	 	 国立医薬品食品衛生研究所	 医療機器部	 室長 
研究協力者	 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	  
研究協力者	 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 

A. 研究目的 
	 近年ナノマテリアルが我々の周りで広く

使われるようになってきた。しかしながら、

新規材料であるためその安全性は未知の部

研究要旨： 2種類の酸化亜鉛 (ZnO)ナノマテリアル及び 3種類の一次粒子径が同じで
二次粒子径が異なる酸化ニッケル (NiO)ナノマテリアルを用いて、物理化学的性質につ
いて明らかにすると同時に、ナノマテリアルの in vitro 生体影響評価系として、ヒト血
球系細胞株 THP-1及び再構築ヒト皮膚モデル LabCyte EPI-MODEL を用いた評価系を
用いて、細胞毒性及び免疫応答について検討した。THP-1細胞を用いた検討では、
ZnO(sigma)及び ZnO(alfa)において、ZnO(sigma)が強い細胞毒性を示した。免疫応答に関
しては、ZnO処理による THP-1細胞の細胞表面マーカーCD54及び CD86の変化につい
てフローサイトメトリーにより解析した結果、ZnOは用量依存的に CD54発現量を増加
させ、相対蛍光強度 (RFI)は ZnO(sigma)の方が高かった。サイトカイン産生は、IL-8、
IL-1β、TNFにおいて産生の増加が観察され、その量は ZnO(Sigma)の方が多かった。
ZnO処理後の THP-1細胞を、フローサイトメトリーにより前方散乱光 (FSC)強度及び
側方散乱光 (SSC)強度について解析した結果、SSC強度の変化が用量依存的に観察さ
れ、その変化は ZnO(sigma)処理細胞で多かった。NiOを用いて THP-1の細胞毒性に対
する影響を検討した結果、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。NiO処理により CD54の RFIは、用量依存的に上昇が観察されたが、二
次粒子径による差異は認められなかった。NiO処理後の THP-1細胞の FSC強度及び
SSC強度について解析した結果、SSC強度の分布の変化が観察された。サイトカイン産
生は IL-8、IL-1β、TNFの増加が観察され、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。これらの結果は NiOの二次粒子径サイズの違いが、THP-1細
胞の細胞毒性や免疫応答に影響していると考えられた。次に、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、LabCyte EPI-MODELは、
陽性対照の 1% SDSで細胞毒性を示したが、ZnO、NiO共に最高濃度 400 µg/mLにおい
て細胞毒性を示さなかった。LabCyte EPI-MODELのサイトカイン産生について確認し
た結果、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
産生の変化は観察されなかった。以上より、LabCyte EPI-MODELでは、皮膚のバリア
機能が高く、今回実施した最高濃度でも、表皮内に侵入しない可能性が考えられた。 
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分が多く、生体影響の評価については、試

験法や評価基準などが定められていない。

ナノマテリアルの生体影響には、化学組成

に加えて、形状、粒子径、凝集状態、表面

積、表面荷電など、様々な物理化学的要因

が関与している。我々は、培養細胞を用い、

十分にキャラクタリゼーションされたナノ

マテリアルによる細胞応答を捉え、ヒト由

来細胞を用いたナノマテリアルの in vitro
生体影響評価系構築を目指すと共に、ナノ

マテリアルの細胞応答に及ぼす影響を解明

するための基礎的検討を行ってきた。 
	 平成 27年度は、2種類の酸化亜鉛 
(ZnO)ナノマテリアル分散製品について、
平成 28年度は、一次粒子径が同じで二次
粒子径が異なる酸化ニッケル（NiO）懸濁
液について、水懸濁液及び血清含有培地懸

濁液中での粒径分布、ゼータ電位等の物理

化学的性質について動的光散乱光度計によ

り明らかにすると同時に、ナノマテリアル

の in vitro 生体影響評価系として、ヒト血
球系細胞株 THP-1を用いた評価系を用い
て、ATP法により細胞毒性を、細胞表面マ
ーカーCD54、CD86の発現、培養上清中の
サイトカイン測定により免疫応答について

検討した。平成 29年度は、2種類の ZnO
ナノマテリアル及び 3種類の NiOナノマ
テリアルを用いて、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)に対する細胞毒性
試験を実施した。また、培養上清中のサイ

トカインを測定し免疫応答への影響につい

て検討した。 
 
B. 研究方法 
1) 材料及び物理化学的特性の測定 
	 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、
二次粒子径の異なる NiO懸濁原液（10 
mg/mL）を調製した。これらの懸濁原液を
血清を含む液体培地で希釈した。懸濁原液

及び培地懸濁液中での平均粒子径、粒径分

布等を、動的光散乱光度計 ELSZ-2NPA (大
塚電子) により測定した。 
細胞表面マーカー測定の陽性対照物質とし

て、2,4-ジニトロクロロベンゼン(DNCB) 
(Sigma-Aldrich)を用いた。 
 
2) 細胞株及び培養方法、細胞毒性試験方
法 
	 ヒト白血病由来単球細胞株 THP-1 
(ATCC)は、10% heat-inactivated fetal bovine 
serum（非働化 FBS）、penicillin-
streptomycin（PS）、0.055 mM 2-
Mercaptoetahnolを含む RPMI 1640 (GIBCO)
にて、37ºC、5% CO2 インキュベーターで
培養した。細胞株は 3 - 4 日ごとに継代し、
1 x 105から 8 x 105 cells/mLの範囲で培養し
た。実験には、培養開始後 2週間以降の 2
ヶ月以内の細胞を用いた。細胞毒性試験は、

THP-1細胞を 96-well プレートに播種し
（2 x 104 cells/well）、24時間後に被験液を
添加し、4, 24及び 48時間培養した。プレ
ートを 30分間室温間平衡化させた後、50 
µLの CellTiter-Glo® Luminescent Cell 
Viability Assay 試薬（ATP試薬, Promega）
を添加し、遮光、室温で 45分または 90分
間反応させた。発光シグナルをルミノメー

ターで測定した。細胞毒性試験の陽性対照

物質として、硫酸カドミウム CdSO4 
(Cadmium sulfate hydrate (3/8) (Sigma-
Aldrich)を用いた。 



 

 78 

	 チャイニーズハムスター肺線維芽細胞

V79 (JCRB)は、10% heat-inactivated fetal 
bovine serum（非働化 FBS）を含むMEM 
(GIBCO)にて、37ºC、5% CO2 インキュベ
ーターで培養した。細胞株は、3-4日ごと
に継代培養した。コロニー形成試験は、

ISO 10993-5:2009に従い、24-well プレー
トに細胞を播種し（50 cells/ well）、24時間
後に培地を除き、被験液を添加し、さらに

4日間培養した。培養終了後、培地を除去
し、MeOHを添加して細胞を固定後、ギム
ザ染色液によりコロニーを染色した。陰性

対照材料として PEシート、陽性対照材料
として A（0.1% zinc diethyldithio-carbamate 
(ZDEC)-PUシート）、B（0.1% zinc 
dibutyldithio-carbamate (ZDBC) -PUシート）
（食品薬品安全センター秦野研究所）を用

いた。 
 
3) THP-1細胞の細胞表面マーカー測定 
	 THP-1細胞の表面マーカーの測定は、
Human Cell Line Activation Test (h-CLAT法)
の改変法により実施した。THP-1細胞（1 
x 106 cells/ 1 mL/ well/24-well plate）を各ナ
ノマテリアルと 24または 48時間培養した。
細胞を遠心により回収し、冷 FACS buffer
（0.1% BSA含有 PBS）にて 2回洗浄後、
600 µLの 0.01% ヒト γグロブリン含有
PBSに懸濁し、4ºCで 15分間静置して
FcRのブロッキングを行なった。ブロッキ
ング後、遠心して上清を除き、120 µLの
冷 FACS bufferに懸濁し、3種類の抗体で
染色した。抗体は FITCラベルされた、
anti-human CD54 (clone: 6.5B5, DAKO) 3/5 
希釈、anti-human CD86 (clone: Fun-1, BD 
PharMingen) 3/5希釈、アイソタイプコント
ロールとして mouse IgG1 (clone: DAK-G01, 
DAKO) 3/10希釈を使用した。4ºCで 30分
間静置して抗体染色後、200 µLの冷 FACS 
bufferにて 2回洗浄、400 µLの冷 FACS 

bufferに再懸濁し、2.5 µg/mLの Propidium 
Iodide (PI, Life Technologies)を添加して、5
分後にフローサイトメトリー（FACS 
Calibur Cell Quest, Becton Dickinson）で解
析した。死細胞は PIにより染め分け、生
細胞が 10,000個になるまで測定した。細
胞の生存率は、PI 陰性細胞の割合より算
出した。 
 CD54及び CD86発現の評価は、相対蛍光
強度（Relative fluorescence intensity (RFI)）
により行なった。 
	 RFI (%) = (MFI of chemical treated cells – 
MFI of chemical treated isotype control cells) / 
(MFI of vehicle control cells – MFI of vehicle 
control isotype control cells) x100 
	 MFI= Geometric Mean fluorescence 
intensity 
 
4) THP-1細胞培養上清中のサイトカイン
の測定 
	 THP-1細胞の表面マーカー測定試験を実
施する際に、培養上清を別のチューブに移

し、液体窒素で凍結後、-80℃で保存した。
Interleukin-8 (IL-8) , IL-1β, IL-6, IL-10, 
Tumor Necrosis Factor (TNF), IL-12p70の測
定は、BDTM Cytometoric Bead Array (CBA) 
human inflammation kit (Becton Dickinson)を
用いて、フローサイトメトリーにより測定

した。 
 
5) FSC-SSCドットプロット解析 
	 各ナノマテリアルの細胞内への取り込み

について検討するため、ZnOまたは NiO
で処理した THP-1細胞をフローサイトメ
トリーで解析し、前方散乱光（forward 
scattered light (FSC)）強度及び、側方散乱
光（side scattered light (SSC)）強度の相関
について検討した。10,000細胞について解
析した。 
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6) 再構築ヒト皮膚モデル及び培養方法、
細胞毒性試験方法 
	 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))を用いた。前培養は、
LabCyte EPI-MODELを、維持培地が入っ
た 4-well プレートへ移し、5% CO2 イン
キュベーターで 15-30時間、前培養した。
試験液の添加は、溶媒コントロール、陽性

対照、各試験液を 100 µLずつ皮膚モデル
の上に添加し、新しい維持培地が入った

wellへ皮膚モデルを移し、5% CO2 インキ
ュベーターで 18時間、培養した。皮膚モ
デルを、維持培地が入った新しい 24-well 
プレートに移した後、培養上清を蛋白低吸

着チューブに移し、液体窒素で凍結後、-
80ºCで保存した。皮膚モデルは、PBSで
10回、ピペットを用いて洗浄し、MTT溶
液が入った 24-well プレートに移し、37ºC、
3時間、反応させた。皮膚モデルを、0.5 
mLのイソプロパノールが入った 1.5 mL 
tubeに移し、2時間、振とうしながら色素
を抽出した。96-well プレートへ抽出液
200 µLを移し、OD 570 nm/ 650 nmを測定
した。 
 
7) 再構築ヒト皮膚モデル培養上清中のサ
イトカインの測定 
	 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。測定キッ
トは、IL-8 (Human IL-8 ELISA Kit、
Invitrogen)、IL-1β (Human IL-1β ELISA Kit、
Invitrogen), TNF-α(Human TNF-αELISA Kit、
Invitrogen)、IL-1α(Human IL-1α/IL-1F1 
Quantikine ELISA kit、R&D systems)、
MIF(Human MIF Quantikine ELISA kit、
R&D systems)を用いた。 (検出限界 IL-8；
1.0 pg/mL、IL-1β；5.0 pg/mL、TNF-α；1.7 

pg/mL、IL-1α；1.0 pg/mL、MIF；0.068 
ng/mL) 
 
（倫理面への配慮） 
該当なし。 
 
C. 結果及び考察 
1) ZnOナノマテリアルの THP-1細胞に
対する細胞毒性評価 

	 2種類の ZnOナノマテリアル分散製品を
対象として、その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、細胞毒性について検討した。

研究に用いた ZnOナノマテリアルの一次
粒子径、懸濁液中での粒径分布、ゼータ電

位、形状・凝集状態等の物理化学的性質と

A549細胞及び THP-1細胞に対する細胞毒
性について表１にまとめた。また、図 1 に、
ZnOナノマテリアルの水懸濁液及び血清含
有培地懸濁液中での粒度分布（散乱強度分

布）を示した。（ナノマテリアル溶液の物

理化学的性質の測定に関しては、分担研究

者・河上の報告参照。）血清含有培地懸濁

液中(0.2 mg/mL)では、ZnO(sigma)は粒径が
変化したが、ZnO(alfa)は殆ど変化せず、ゼ
ータ電位は共に血清含有培地に近い値を示

した。図 2に、ZnOナノマテリアルの
THP-1細胞に対する細胞毒性試験の結果を
示した。細胞毒性の検討は、THP-1 が浮
遊細胞であり、細胞の血球系の細胞で大き

さも小さいことから、ATP法により測定し
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
り強かった。 
 
2) THP-1細胞における ZnOナノマテリ
アルによる細胞表面マーカーの変化 

	 THP-1細胞の表面マーカーの測定は、
Human Cell Line Activation Test (h-CLAT法)
の改変法により実施した。図 3に、ZnOナ



 

 80 

ノマテリアルによる THP-1細胞に対する
細胞毒性を PI 染色により評価した結果を
示した。ZnO処理 24時間では、ZnO(alfa)
は細胞毒性を示さず、ZnO(sigma) 50µg/mL
処理で弱い細胞毒性を示した。図 4, 5に
ZnOナノマテリアルによる THP-1細胞に
おける細胞表面マーカーの変化について検

討した結果を示した。ZnOは共に、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。
ZnO(sigma) 50µg/mL処理では、24時間で
RFIは 1270％まで上昇し、48時間目でも
殆ど同じ結果を示した。ZnO(alfa)では、
RFI は 750％まで上昇した。これに対して、
CD86においては ZnOによる発現量の変化
は観察されなかった。 
 
3) THP-1細胞における ZnOナノマテリ
アルによるサイトカイン産生 

	 ZnOナノマテリアルによる THP-1細胞
におけるサイトカインの産生について、今

回、CBA Human inflammation kitを用いて、
フローサイトメトリーにより、6種類のサ
イトカインを同時に測定した。その結果、

IL-8、IL-1β、TNFにおいて産生の増加が
観察され、その量は ZnO(Sigma)の方が多
かった(図 6)。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。 
 
4) ZnOナノマテリアルの細胞内への取り
込み 

	 フローサイトメトリーにより、ZnOナノ
マテリアル処理 THP-1細胞の前方散乱光 
(FSC)強度及び側方散乱光(SSC) 強度につ
いて検討した。ZnO処理 48時間後に、
10,000細胞について解析した結果を、図 7
に示した。FSC強度は、レーザーの光軸に
対して前方で検出される光で、細胞の表面

積、大きさに関連する指標である。SSC強

度は、レーザーの光軸に対して 90°の角度
で検出される光で、細胞の顆粒性状、内部

構造に関連する指標である。FSCは、ZnO
処理により変化がなかったのに対して、

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が増加しており、細胞内に取り
込まれた ZnO量と細胞毒性との間に関連
があると考えられた。ZnO(sigma)と
ZnO(alfa)の細胞影響の違いは、両 ZnOの
物理化学的な性質が関連していると考えら

れた。 
 
5) NiOナノマテリアルの A549及び

THP-1細胞に対する細胞毒性評価 
	 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、その
物理化学的性質について明らかにすると同

時に（ナノマテリアル溶液の物理化学的性

質の測定に関しては、分担研究者・河上の

報告参照。）、ヒト肺由来上皮様細胞株 
A549細胞及びヒト血球系細胞株 THP-1細
胞を用いた評価系を用いて、細胞毒性につ

いて検討した。図 8及び図 9に、NiOナノ
マテリアルの懸濁原液及び血清含有培地中

での粒度分布（散乱強度分布）を示した。

培地中では懸濁原液より若干平均粒子径は

大きくなったものの、同様の傾向を示した。

粒径分布も同様の傾向を示した。研究に用

いた NiOナノマテリアルの懸濁液中での
平均粒子径と A549及び THP-1細胞に対す
る細胞毒性について表 2にまとめた。
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
いて顕著に観察された。A549及び THP-1
細胞は、共にヒトの細胞株であるが由来の

組織が異なるため、ナノマテリアルに対す
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る感受性や応答が異なることが予想される。

また、細胞の培養状態に関しても接着と浮

遊で異なるため、ナノマテリアルとの接触

の状態が異なることが、細胞内への取り込

み等へ影響を与えている可能性も考えられ

る。 
 
6) THP-1細胞における NiOナノマテリ
アルによる細胞表面マーカーの変化 

	 図 10に、NiOナノマテリアルによる
THP-1細胞に対する細胞毒性を PI 染色に
より評価した結果を示した。MTS試薬を
用いて細胞毒性について検討した結果と同

様、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が、そ

の差は僅かであった。図 11及び図 12に
NiOナノマテリアルによる THP-1細胞に
おける細胞表面マーカーの変化について検

討した結果を示した。CD54の RFIは、
NiO用量依存的に上昇が観察され、NiO 
200 µg/mLで 783〜883 %であったが、NiO
二次粒子径による差異は認められなかった。

一方、CD86の RFIは NiO処理により NiO 
50〜200 µg/mLまで NiO用量依存的な上昇
が観察され、その RFIの程度は NiO 200 
µg/mLで 216〜260 %であった。THP-1細
胞における細胞表面マーカーCD54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。

陽性対照物質として用いた NiCl2の応答と

比較すると、NiO (粉砕用ジルコニアボー
ルの直径 0.05, 0.1, 0.5 mm) 200 µg/mLと
NiCl2 250 µMの CD54 RFIが同程度、NiO 
(直径 0.05, 0.1, 0.5 mm) 400 µg/mLと NiCl2 
500 µMの CD54 RFIが同程度であった。
また、CD86 RFIにおいても、NiO (直径
0.05, 0.1, 0.5 mm) 200 µg/mLと NiCl2 250 
µM が同程度あった。THP-1 細胞において、
Niイオンは感作性物質として CD54及び
CD86の応答に関与することが知られてお

り、NiOナノマテリアルに対する応答にお
いても Niイオンが作用している可能性が
考えられる 
 
7) NiOナノマテリアルの細胞内への取り
込み 

	 フローサイトメトリーにより、NiOナノ
マテリアル処理 THP-1細胞の FSC強度及
び SSC強度について検討した。NiO処理
24時間後の THP-1細胞について解析した
結果を、図 13に示した。FSCは、NiO処
理により変化がなかったのに対して、SSC
は、NiO処理により用量依存的な分布変化
が観察された。また、懸濁液中の NiOの
二次粒子径が大きくなるほど SSCの変化
は大きかった。 
 
8) THP-1細胞における NiOナノマテリ
アルによるサイトカイン産生 

	 NiOナノマテリアルによる THP-1細胞
におけるサイトカインの産生について、

CBA Human inflammation kitを用いて、フ
ローサイトメトリーにより、6種類のサイ
トカインを同時に測定した。その結果、

NiO処理により培養上清中の IL-8, IL-1β, 
TNFの上昇が観察された (図 14)。IL-6, 
IL-10, IL-12p70は検出限界未満であった。
IL-8産生量は、NiO 200 µg/mL及び 400 
µg/mLで顕著に観察され、400 µg/mL処理
群の方が産生量が多かった。IL-1β及び
TNF産生量は NiO用量依存的に上昇が観
察され、IL-1βは、NiO (粉砕ジルコニアボ
ールの直径 0.5mm) 400 µg/mLにおいて産
生量が高かった。TNF産生量は、NiO (直
径 0.5 mm) 200, 400 µg/mLにおいて、NiO 
(直径 0.05 mm)に比べると産生量が高かっ
た。 
 
9) 再構築ヒト皮膚モデル LabCyte EPI-

MODELを用いた細胞毒性試験系の構
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築 
	 化学物質の皮膚刺激性評価については、

ヒト正常表皮角化細胞から構成された再構

築ヒト皮膚モデルを用いた in vitro試験法
の検証が完了し、既に動物試験代替法とし

て適用されている (OECD TG439) (表 3)。
医療機器及び医用材料の刺激性はウサギを

利用した皮膚刺激性試験及び皮内反応試験

により評価されているが、動物愛護の観点

より再構築ヒト皮膚モデルによる評価の検

討が進められてきた。ISO/TC194/WG8に
おいて、2種類の皮膚刺激性 in vitro試験
法の性能を検証する国際ラウンドロビンス

タディ(RRS)を実施することになり、当部
は昨年度、EPI-200を用いた RRSに参加し 
(MatTek社製 EpiDermTM EPI-200 RhEモデ
ル：22施設、EPISKIN社製 SkinEthicTM 
RHEモデル：7施設が参加)、ISO 10993-23, 
Biological evaluation of medical devices -- 
Part 23: Determination of skin irritation of 
medical device extracts using Reconstructed 
human Epidermis (RhE)に収載準備中である。 
	 一方、医療機器及び医用材料の生物学的

安全性評価においても、ナノマテリアルに

対する評価について ISO/TC194/WG17に
おいて検討がなされ、本年 4月に、 ISO 
10993-22, Biological evaluation of medical 
devices -- Part 22: Guidance on nanomaterials 
が発出された。その中では、in vitro評価
法として従来の細胞毒性試験、遺伝毒性試

験、刺激性試験法が引用されているが、今

後、ナノマテリアルの in vitro評価法につ
いても、新規評価法の有用性が検証されれ

ば、参照される可能性がある。 
	 再構築ヒト皮膚モデル LabCyte EPI-
MODELは、J-TECにより開発された日本
製の培養表皮モデルである。RRSで用い
られたモデルにおいては、医療機器の皮膚

刺激性試験用としてそれぞれ試験プロトコ

ルの改良が行われたことから、当部と J-

TECで LabCyte EPI-MODEL 24の医療機器
試験用に向けたプロトコルの改良を行った 
(表 4)。LabCyte EPI-MODELは EpiDermTM 
EPI-200、SkinEthicTM に比べると細胞毒性
の感受性が高い傾向があることから、被験

物質暴露後の細胞の洗浄の際に、他のモデ

ルと同様に洗浄瓶を用いて洗浄を行うと、

陽性対照物質として用いた 1% SDSでは、
三次元皮膚モデルが剥がれ、組織がボロボ

ロになってしまったため、ピペットを用い

て洗浄を行う方法に変更した。 
 
10) ZnOナノマテリアル処理による V79
細胞の細胞毒性の検討 

	 医療機器及び医用材料の生物学的安全性

評価において、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 (図 15)。IC50の値は、V79
細胞を用いたコロニー形成試験法では、

A549細胞のMTS法、THP-1細胞の ATP
法に比べて小さかった。 
 
11) ZnOナノマテリアルの三次元皮膚モデ
ル LabCyte EPI-MODELに対する細胞
毒性の検討 

	 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、ピペットを用いて PBS で 10 回洗浄後、
MTT試薬により細胞毒性について検討し
た。陰性対照として PBSを暴露した細胞
の生存率を 100%として示した。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では今回実施した最高濃度
400 µg/mLにおいても細胞毒性を示さなか
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った (図 16)。 
 
12) 培養表皮モデル LabCyte EPI-MODEL
における ZnOナノマテリアルによる
サイトカイン産生 

	 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、今回、ELISA kitに
より、5種類のサイトカインを同時に測定
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 (図 17)。IL-8
は、陰性対照(PBS)、陽性対照 (1% SDS)、
ZnO(sigma)及び ZnO(alfa)の暴露により産
生が観察されたが、PBS、1% SDS間で産
生量に差はなく、ZnO(sigma)、ZnO(alfa)の
暴露により陰性対照に比べて産生量の増加

傾向が観察されたが、有意な差はなかった。

IL-1α、MIFでは、陽性対照 (1% SDS)にお
いて、各サイトカイン産生の上昇が観察さ

れたが、ZnO(sigma)、ZnO(alfa)では、産生
量の上昇は観察されなかった。 
 
13) NiOナノマテリアル処理による V79細
胞の細胞毒性の検討 

	 医療機器及び医用材料の生物学的安全性

評価において、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 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 (図 18)。
IC50の値は、V79細胞を用いたコロニー形
成試験法では、A549細胞のMTS法、
THP-1 細胞の ATP 法に比べて小さかった。 

 
14) NiOナノマテリアルの三次元皮膚モデ
ル LabCyte EPI-MODELに対する細胞
毒性の検討 

	 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、ピペットを用い
て PBSで 10回洗浄後、MTT試薬により
細胞毒性について検討した。陰性対照とし

て PBSを暴露した細胞の生存率を 100%と
して示した。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、今回実施した最高濃度 400 
µg/mLにおいても細胞毒性を示さなかった 
(図 19)。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、

A549、THP-1 細胞と同様の結果を示した。
LabCyte EPI-MODELでは、皮膚のバリア
機能が高く、今回実施した最高濃度でも、

表皮内に侵入しない可能性が考えられた。 
 
15) 培養表皮モデル LabCyte EPI-MODEL
における NiOナノマテリアルによるサ
イトカイン産生 

	 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、今回、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 (図 20)。IL-8は、陰性
対照 (PBS)、陽性対照 (1% SDS)、二次粒
子径が異なる 3種類の NiOナノマテリア
ルの暴露により産生が観察されたが、PBS、
1% SDS間で産生量に差はなく、二次粒子
径が異なる NiOナノマテリアルの暴露に
より陰性対照に比べて産生量の増加傾向が

観察されたが、有意な差はなかった。IL-
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1α、MIFでは、陽性対照 (1% SDS)におい
て、各サイトカイン産生の上昇が観察され

たが、二次粒子径が異なる NiOナノマテ
リアルにより、産生量の上昇は観察されな

かった。THP-1においては、ZnOナノマテ
リアルの暴露では、IL-8、IL-1β、TNFに
おいて産生の増加が観察され、その量は、

ZnO(sigma)の方が多かった。NiOナノマテ
リアルの暴露では、IL-8、IL-1β、TNFに
おいて産生の増加が観察され、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。�これらは、再構築ヒト皮
膚モデルと血球系細胞株では、共にヒトの

細胞由来であるが、由来の組織が異なるた

め、ナノマテリアルに対する感受性や応答

が異なることが予想される。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。 
 
D. まとめ 
1. 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、 
・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
強かった。 

・ZnOは共に用量依存的に CD54発現量を
増加させ、RFI は ZnO(sigma)の方が高
かった。 

・ZnO処理により THP-1 細胞における IL-
8、IL-1β、TNF の産生が観察され、そ
の量は ZnO(sigma)の方が多かった。 

・	ZnO 処理後の THP-1 細胞をフローサイ

トメーターで解析した結果、SSC 強度
の変化が、用量依存的に観察された。 
 

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、 

・THP-1 細胞に対する細胞毒性は、NiO 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観
察された。 

・NiO 処理による THP-1 細胞の細胞表面
マーカーCD54 及び CD86 の変化につい
てフローサイトメトリーにより解析し

た結果、CD54の RFIは、用量依存的に
上昇が観察されたが、二次粒子径によ

る差異は認められなかった。 
・NiO 処理後の THP-1 細胞をフローサイ
トメトリーにより解析した結果、SSC
強度の分布変化が観察された。 

・NiO 処理により培養上清中のサイトカイ
ンは IL-8, IL-1β, TNFの増加が観察され、
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。 

以上より、NiO の二次粒子径サイズの違い
が、THP-1 細胞の細胞毒性や免疫応答に影
響していると考えられた。 
 
3. 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、 

・LabCyte EPI-MODELは、陽性対照の 1% 
SDS で細胞毒性を示したが、ZnO、NiO
共に最高濃度 400 µg/mlにおいて細胞毒
性を示さなかった。 

・LabCyte EPI-MODEL のサイトカイン産
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生について確認した結果、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
変化は観察されなかった。 

以上より、LabCyte EPI-MODEL では、皮
膚のバリア機能が高く、今回実施した最高

濃度でも、表皮内に侵入しない可能性が考

えられた。 
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図 7 酸化亜鉛ナノマテリアル処理 48 h 後の THP-1 細胞の FSC-SSC ドットプロット	
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図 10 NiO 処理による THP-1 細胞の細胞毒性(PI 法)	
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図 11 NiO 処理による THP-1 細胞の CD54 の発現強度	
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図 12 NiO 処理による THP-1 細胞の CD86 の発現強度	
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図 13 NiO 処理 24 時間後の THP-1 細胞の FSC-SSC ドットプロット	
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図 14 NiO 処理による THP-1 細胞のサイトカイン産生	
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表 3 OECD TG439 における各試験法のプロトコルパラメータ	

表 4 ISO/TC194 WG8 Round Robin Study における各試験法のプロトコルパラメータ	
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図 15 ZnO 処理による V79 細胞の細胞毒性(コロニー法)	

図 16 ZnO 処理による再構築ヒト皮膚モデルの細胞毒性(MTT 法)	
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図 17 ZnO 処理による再構築ヒト皮膚モデルのサイトカイン産生	
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図 18 NiO 処理による V79 細胞の細胞毒性(コロニー法)	

図 19 NiO 処理による再構築ヒト皮膚モデルの細胞毒性(MTT 法)	
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図 20 NiO 処理による再構築ヒト皮膚モデルのサイトカイン産生	
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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年度分担研究総合報告書 

 
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 

ナノマテリアル曝露における網羅的遺伝子発現解析 
研究分担者	 花方	 信孝	 国立研究開発法人	 物質・材料研究機構	 技術開発・共用部門	 副部門長 

 
 

研究要旨：本研究では、磁性体ナノ粒子の表面修飾が肺上皮細胞の

microRNA(miRNA)発現に及ぼす影響、およびナノ粒子がエクソソームの放出に及ぼ
す影響について調べた。 
まず、非修飾磁性体ナノ粒子(Fe3O4NPs)およびカルボキシル基修飾磁性体ナノ粒子
(Fe3O4NPs-COOH)の肺上皮細胞A549へのin vitro曝露実験を行い、網羅的miRNA発現
解析によりこれら非修飾およびカルボキシ修飾磁性体ナノ粒子によって変動する

miRNAを抽出するとともに、クラスタリング解析から変動にともなう特徴的な
miRNA群を探索した。その結果、磁性体ナノ粒子の修飾の有無にかかわらず、miR-
1260aおよびmiR-1260bの2つのmiRNAが特徴的な変動挙動を示すことが明らかとなっ
た。これら2つのmiRNAの発現量は暴露後24時間で減少し、曝露後72時間では回復し
た。これらのmiRNAが細胞機能にどのような影響を及ぼしているかについては現在
のところ不明である。また、クラスタリング解析から、miRNAの発現変動から、磁
性体ナノ粒子においては暴露量よりもカルボキシ修飾の有無の方が細胞に及ぼす影

響は大きいことが判明した。しかしながら、これら磁性ナノ粒子の影響よりも培養

時間に伴うmiRNAの変動量の方が大きく、磁性ナノ粒子の細胞の生理機能に及ぼす
影響はそれほど大きくないと考えられた。 
カーボンナノチューブ(CNT)のヒト肺上皮細胞A549またはヒト前立腺がん細胞

DU145への曝露実験において、miRNAの網羅的発現解析を行い、そのクラスタリン
グ解析からナノマテリアルにより変動する特徴的なmiRNAの同定を試みた。miRNA
の発現挙動は、細胞株の違いに大きく依存し、カーボンナノチューブの形状の違い

も発現に影響することが明らかとなった。また、ナノカーボンチューブにより変動

するmiRNAとしてhsa-miR-5787, hsa-miR-7110-5p, hsa-miR-3679-5pなどが同定された。
特にhsa-miR-5787は昨年度の昨年度の研究でナノ粒子を曝露したときも発現が亢進し
ており、ナノマテリアルのバイオマーカーとなる可能性がある。 
近年、エクソソーム中のmiRNAが遠隔細胞の制御に関与していることが示唆され
ている。様々な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。リン酸ンカルシウム粒子はこれらの細胞にファゴサ

イトーシスで取り込まれるが、取り込まれた直後からエンドソームでの多胞体形成

が促進されることが示唆されたが、今後、多胞体形成のトリガーの解明が必要であ

る。 
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A．研究目的 
ナノテクノロジーの進歩により、ナノ物

質（nanomaterials）は様々な産業に利用さ
れ、ナノ物質を利用した製品の数は、この

数年で急激に増加している。ナノ物質のサ

イズ、形状、表面積（large surface area）や
表面活性(surface activity)は、ナノ物質を利
用する上で魅力的な特性である半面、これ

らの性質は毒性にも寄与することが懸念さ

れる。ナノ物質は、呼吸や傷口等から容易

に体内に侵入し、様々な組織に影響を及ぼ

すとこが考えられる。しかしながら、ナノ

物質に関する安全性に関しては、明確な基

準は設けられていない。 
本研究グループの目的は、ナノマテリア

ルの物性解析後、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であ

る。本研究グループでの担当は、ナノマテ

リアル曝露における網羅的遺伝子発現解析

である。 
我々は先に、ヒト肺上皮細胞株 A549 にお
いてナノ粒子の取り込みによって変動する

遺伝子群の同定を DNA マイクロアレイに
よって解析した。その結果、細胞毒性の大

きいナノ粒子は大きな遺伝子発現変動を誘

導すること、それら変動する遺伝子群の多

くは細胞周期の制御に関与していること、

溶解により金属イオンの溶出をともなうナ

ノ粒子ではmetallothioneinsの大きな変動が
観察されること、ナノ粒子の細胞毒性を低

減する方法があることなどを明らかにした。

近年、microRNA(miRNA)が様々な細胞機
能に関与していることが示唆されている。

miRNAは 21-25塩基長の１本鎖 RNA分子
であり、遺伝子の転写後発現調節に関与

する。ヒトゲノムには 1000～ 2000 の
miRNA がコードされていると考えられて
いる。miRNAはその標的mRNAに結合し、

標的遺伝子の 3'UTR を認識して、翻訳抑
制を行うことでタンパク質産生を抑制す

る。miRNA が様々な疾患に関与している
ことが明らかになるにつれて、疾患の新

しいマーカー分子としての miRNAに期待
が寄せられている。ナノマテリアルに暴

露された細胞においても、miRNA の変動
があれば、分子マーカーとなる可能性が

ある。本研究の第 1 の目的は、磁性体ナ
ノ粒子(Fe3O4 NPs)あるいはカーボンナノ
チューブ (CNT)をモデルマテリアルとし
て、肺上皮細胞株 A549あるいは前立腺癌
細胞株 DU145 でこれらナノマテリアル 
によって変動する miRNA群の抽出とした。
磁性体ナノ粒子によって発現が変動する

miRNA 群を見出すことができれば、マー
カー分子のみならず、磁性体ナノ粒子の

生理機能への影響も推測できる可能性が

ある。 
miRNA は様々な疾患に関与していること
が報告されているが、特出した機能とし

て遠隔細胞への情報伝達が挙げられる。

遠隔細胞への情報伝達にはエクソソーム

が関与している。miRNA を含むエクソソ
ームが細胞から分泌され、体液の移動と

ともに運ばれ、離れた細胞に取り込まれ

ることにより遠隔細胞の生理的状態の制

御を行っている。ナノ粒子がエクソソー

ムに含有されたり、あるいはエクソソー

ムの形成や放出、あるいはエクソソーム

に含有される miRNAの構成に影響を及ぼ
しているかどうかは現在のところ不明で

ある。本研究の第 2 の目的はナノ粒子が
エクソソームの形成に及ぼす影響を調べ

ることを目的とした。 
 
B．研究方法 
B1. ナノマテリアルの調整 
非修飾/カルボキシル基修飾磁性体ナノ粒
子(Fe3O4NPs，Fe3O4NPs-COOH)は横浜国立
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大学工学部渡邉研究室から得た。調製法等

について研究代表者の年次報告書を参照の

こと。また、CNT は分担研究者である戸
塚ユニット長（国立がん研究センター研究

所）より供与された。 
B2. ナノマテリアル による曝露実験 
ヒト肺上皮細胞株 A549 を非修飾磁性ナノ
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。A549の磁性体ナノ粒
子による曝露濃度は 100µg/mL および
200µg/mL とした。培養条件および曝露方
法は研究代表者の年次報告書に詳しい。 
曝露細胞から得た RNA サンプルは、以下
のようにサンプル名を付した。 
C-24h：磁性体ナノ粒子で曝露せずに 24 時
間培養した細胞。 
NM100-24h ： 修 飾 し て い な い  (non-
modified) 磁性体ナノ粒子を 100 µg/mL の
濃度で 24時間曝露した細胞。 
NM200-24h ： 修 飾 し て い な い  (non-
modified) 磁性体ナノ粒子を 200 µg/mL の
濃度で 24時間曝露した細胞。 
M100-24h：修飾した (modified) 磁性体ナ
ノ粒子を 100 µg/mL の濃度で 24 時間曝露
した細胞。 
M200-24h：修飾飾した (modified) 磁性体
ナノ粒子を 200 µg/mL の濃度で 24 時間曝
露した細胞。 
C-72h：磁性体ナノ粒子で曝露せずに 72 時
間培養した細胞。 
NM200-72h ： 修 飾 し て い な い  (non-
modified) 磁性体ナノ粒子を 200 µg/mL の
濃度で 72時間曝露した細胞。 
M200-72h：修飾飾した (modified) 磁性体
ナノ粒子を 200 µg/mL の濃度で 72 時間曝
露した細胞。 
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。 

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
20µg/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。 
B3. miRNAマイクロアレイ 
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。
miRNA マイクロアレイから得られたデー
タにおいて、シグナルが検出されなかった

miRNA は発現していないと仮定して、シ
グナル強度を 0 とした。シグナル強度はサ
ンプル間の誤差が含まれている可能性があ

るので、グローバルノーマライゼーション

により各サンプルのシグナル強度を補正し

た。 
B4. リン酸カルシウム粒子の調整 
180mL の 11mM CaCl2 溶液（pH = 9）を
20mL の 66mM Na2HPO4 溶液（pH = 11）
に毎分 1mL の速度で添加した。 混合物の
pHを NaOHの添加により 10を超えて維持
した。 この操作で得られたリン酸カルシ
ウムの沈殿を、8000×g で 30 分間の遠心分
離によって回収し、0.1mM NaOH溶液、続
いてアセトンで洗浄した。 その後、リン
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酸カルシウムを再び水で 3 回洗浄し、次い
で凍結乾燥した。 
B5. リン酸カルシウムによる曝露実験 
RAW264.7 および THP-1 細胞を、5×104細

胞/mL の密度で、12 ウェルプレート中の
2mL 培地に播種した。 24 時間後、培地を、
500 および 1000µg/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）を補充した培地と交換し
た。 別の 1、2、4、6、24、48および 72時
間培養した細胞を、遠心分離によって培地

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。 
B6. カルシウム濃度の測定 
収集したエクソソーム（1×106 個のエクソ

ソーム）または細胞（3×105 個の細胞）に

70％HNO 3500 µL、37％HCl 200µL および
30％H2O2 100µL を Ca フリーPBS - ）
（Thermo Fisher）を添加し、次いで混合物
をマイクロ波（1000W）で 2 時間処理し、
次いで ICP-OESでカルシウム濃度を測定し
た。 
 
C．研究結果と考察 
C1. 磁性体ナノ粒子による miRNA 発現の
変動 
磁性体ナノ粒子によるA549のmiRNAの変
動に関する研究は本プロジェクトの研究期

間である 3 年間にわたって行ったが、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。し

かしながら、図 1 に示すクラスタリングの
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

きいことはほぼ間違いないと思われる。細

胞毒性の結果も、非修飾磁性体ナノ粒子の

細胞毒性の方がカルボキシ修飾した磁性体

ナノ粒子よりも毒性が大きいことが示され

ている。曝露濃度は 100µg/ml および
200µg/mlであったが、これらの濃度では細
胞内に取り込まれる量の限界値を超えてい

ると思われる。いずれの濃度であっても細

胞内の粒子濃度は同じであると考えられ、

そのために miRNA の発現パターンの相違
が小さかった可能性がある。図 1a に示し
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 (図 1a)。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 (図 2, 表 1)。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 (図 2, 表 2)。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 (図 2, 表 3)。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
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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 (図 2, 表 4)。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。 
	 ここで得られた特徴的な発現パターンを

示した cluster 1、2、3 および 4 の 21 個の
miRNA について、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。ただし、1 回目の実験にお
いて、このmiRNAは 24時間ではコントロ
ールと同程度であり、72 時間で発現量が
増加したのに対し、2 回目の実験では、24
時間の曝露で発現量が低下し、72 時間で
発現量が増加してコントロールと同程度に

なった。1回目と 2回目では、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とい

う傾向は同じであるが、その内容は異なっ

ている。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。一方、

miR-1260a の細胞機能への影響に関する情
報を見出すことはできなかった。 
C2. カーボンナノチューブによる miRNA
発現の変動： 

miRNA マイクロアレイから得られたデ
ータにおいて、シグナルが検出されなかっ

た miRNA は発現していないと仮定して、
シグナル強度を 0 とした。シグナル強度は
サンプル間の誤差が含まれている可能性が

あるので、75 パーセンタイルシフトで各
サンプルのシグナル強度をノーマライゼー

ションした。 
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。条件は少し異なる
が昨年度は同じバージョンのマイクロアレ

イを使って検出数が 103～166個であった
ので、今年度の検出数は 2倍くらいに増え
ている。これは、細胞からの RNA抽出条
件の最適化ができたためと考えられる。 
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。得られた

clustering treeを図 3に示す。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、
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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 5 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

するかもしれない。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。 
C3. ナノ粒子がエクソソームに及ぼす影
響： 
次に、全エクソソーム単離試薬を用いて

500µg/ ml のリン酸カルシウム粒子で処理
した RAW264.7細胞から分泌された小胞を

回収した。 リン酸カルシウム粒子で処理
された細胞から集められた小胞は、エクソ

ソームマーカー分子CD9を発現し（図 4A）、
これらの小胞はエクソソームであることが

示唆された。回収された小胞はまた、後期

エンドソームおよびリソソームのマーカー

である LAMP-1を発現した（図 4B）。 
	 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
（図 5A）。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（図
5B）。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、CaP 粒子処理
細胞において 2 倍以上高かった（図 5C）。
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

らも分泌された（図 5D）。これらの結果は、
リン酸カルシウム粒子が RAW264.7および
THP-1 細胞の両方においてエクソソーム分
泌を刺激する可能性を有することを示唆し

ている。 
本実験においてリン酸カルシウム粒子で曝

露した細胞から分泌されたエクソソームは、

リン酸カルシウム粒子由来のカルシウムイ

オンを含むかどうかを調べた。 その結果、
リン酸カルシウム粒子で処理した細胞と処

理していない細胞の間で、エクソソーム中
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のカルシウム濃度に有意差は観察されなか

った（図 6A、B）。すなわち、リン酸カル
シウム粒子もリン酸カルシ住む粒子から放

出されたカルシウムイオンも、リン酸カル

シウム粒子で曝露された細胞から分泌され

たエクソソームには含まれていない。細胞

内のカルシウム濃度を分析すると、細胞内

カルシウム濃度はリン酸カルシウム粒子濃

度依存的に増加したことから（図 6C）、リ
ン酸カルシウムあるいはリン酸カルシウム

粒子から溶出したカルシウムイオンは細胞

内にとどまっていることが示唆された。 
	 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。 ILV
の形成は、リン酸カルシウム粒子による処

理後 4時間で後期エンドソームまたはリソ
ソームが破裂し始めたので、リン酸カルシ

ウム粒子での処理後 4 時間以内に起こると

考えられる。 
エクソソームは、エンドソーム膜の陥入に

よって形成され、エンドソームに保持され

た ILV に由来する。 ILV を含むエンドソ
ームは、多胞体（MVB）と呼ばれる。 
ILV は MVB と細胞膜との融合により細胞
からエクソソームとして放出される。 リ
ン酸カルシウム粒子による処理による分泌

されたエクソソームの数の増加は、MVB
形成の促進および/またはMVBと細胞膜と
の融合に起因する。細胞質 Ca2+濃度の増
加は、MVB と細胞膜の融合を促進するこ
とが報告されている。大部分のエクソソー

ムはリン酸カルシウム粒子非処理細胞で 6
時間以内に分泌されたが、リン酸カルシウ

ム粒子処理細胞ではエクソソーム分泌は

24 時間まで続き、大部分のエクソソーム
は処理後 6時間から 24時間に分泌された。
上記のように、リン酸カルシウム粒子処理

細胞における細胞質カルシウム濃度は、後

期エンドソームまたはリソソームの破裂の

ために 6 時間後に増加すると考えられ、こ
れは、リン酸カルシウム粒子処理細胞にお

けるエクソソーム分泌レベルの増加が促進

に起因することを示唆する細胞質カルシウ

ム濃度の増加による MBV の細胞膜との融
合の可能性がある。上記のように、カルシ

ウムを含まない ILVは、リン酸カルシウム
粒子処理細胞において 4 時間前に形成され
ると考えられているが、リン酸カルシウム

粒子が ILVおよび MBVの形成を刺激する
かどうかの直接の証拠はない。 
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図 1. miRNAの網羅的解析から得られたクラスタリングツリーとヒートマップ 

 

 
図 2．各クラスターのヒートマップとクラスターを構成する miRNA 
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表 1. Cluster-1に含まれる miRNAの補正した蛍光強度（発現量） 
  Normalized signal intensity (linear scale) 

Systematic Name C-24h 
NM100

-24h 
NM200

-24h 
M100-

24h 
M200-

24h 
C-72h 

NM200
-72h 

M200-
72h 

hsa-miR-
1274b_v16.0 

ND ND ND ND 2.4 ND 3.3 3.7 

hsa-miR-4286 ND ND ND ND 2.2 ND 3.9 4.0 
hsa-miR-1260b 31.3 24.9 33.2 30.5 42.8 31.7 57.1 51.8 
hsa-miR-1260a 17.1 11.7 13.6 13.7 18.5 13.7 21.2 20.3 

ND, not detected 
 
 
 

表 2. Cluster-2に含まれる miRNAの補正した蛍光強度（発現量） 
  Normalized signal intensity (linear scale) 

Systematic Name C-24h 
NM100-

24h 
NM200-

24h 
M100-

24h 
M200-

24h 
C-72h 

NM200-
72h 

M200-
72h 

hsa-miR-765 1.8 ND ND ND ND 4.2 2.6 4.7 
hsa-miR-622 ND ND ND ND ND 2.1 1.4 2.1 

ND, not detected 
 
 
 

表 3. Cluster-3に含まれる miRNAの補正した蛍光強度（発現量） 
  Normalized signal intensity (linear scale) 

Systematic Name C-24h 
NM100-

24h 
NM200-

24h 
M100-

24h 
M200-

24h 
C-72h 

NM200-
72h 

M200-
72h 

hsa-miR-513a-5p 16.7 12.1 14.6 11.4 14.7 20.7 18.9 26.9 
hsa-miR-1181 4.7 ND ND ND ND 6.3 5.1 9.7 
hsa-miR-3141 3.5 ND ND ND 2.7 6.8 4.2 7.3 

ND, not detected 
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表 4. Cluster-4に含まれる miRNAの補正した蛍光強度（発現量） 

  Normalized signal intensity (linear scale) 

Systematic Name C-24h 
NM100

-24h 
NM200

-24h 
M100-

24h 
M200-

24h 
C-72h 

NM200
-72h 

M200-
72h 

hsa-miR-23a-3p 16.7 11.6 11.8 11.7 11.1 8.0 13.5 12.9 
hsa-let-7f-5p 11.2 7.8 8.1 8.9 8.3 4.4 9.8 8.2 
hsa-let-7e-5p 13.9 11.1 11.7 10.2 9.4 5.9 9.9 11.0 
hsa-miR-23b-3p 18.8 12.7 13.7 12.7 11.9 5.8 13.2 13.1 
hsa-let-7i-5p 10.2 8.8 8.7 8.2 7.0 4.6 8.8 7.5 
hsa-let-7a-5p 21.8 17.2 16.5 17.1 14.5 10.0 17.1 15.2 
hsa-miR-93-5p 4.4 3.0 4.1 2.7 2.6 ND 2.7 3.4 
hsa-miR-92a-3p 21.2 16.9 19.4 14.4 13.2 8.2 12.5 16.7 
hsa-miR-125a-5p 4.6 4.1 4.1 3.5 2.7 ND 2.8 3.8 
hsa-miR-15b-5p 10.7 8.6 9.9 7.5 6.9 2.4 7.3 7.2 
hsa-let-7b-5p 28.0 21.9 21.0 21.8 19.9 10.4 16.0 19.5 
hsa-let-7c-5p 12.9 9.2 9.6 9.5 9.5 3.7 5.4 6.6 
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図 3. miRNAの網羅的解析から得られたクラスタリングツリー 
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表 5.	 発現がコントロールに比べて変動した（Log2値が 1以上または-1以下）miRNAのリスト（一部） 

 

System aticN am e
D U 145
Long20
/C trl

D U 145
Long200
/C trl

DU145
Short200
/C trl

A549
Long20
/C trl

A549
Long200
/C trl

A549
Short200
/C trl

hsa-m iR-7110-5p -0.818 0.367 1.080 3.583 3.753 6.390 ---
hsa-m iR-5787 -1.239 1.586 2.162 3.273 3.848 6.193 ELF5
hsa-m iR-7107-5p -0.688 -0.150 0.716 2.518 2.990 5.466 ---
hsa-m iR-4281 -0.313 0.514 0.862 1.765 2.096 4.345 ---
hsa-m iR-3679-5p -0.247 0.282 1.019 2.271 2.761 4.313 ---
hsa-m iR-1207-5p -0.644 0.084 0.759 1.826 2.208 4.159 TERT
hsa-m iR-6088 -0.576 0.147 0.586 1.921 2.184 3.975 ---
hsa-m iR-642a-3p -1.159 -0.504 0.192 1.051 1.398 3.966 ---
hsa-m iR-4687-3p -0.457 0.251 0.338 3.101 3.153 3.939 ---
hsa-m iR-4466 -0.723 -0.233 -0.168 2.574 2.856 3.723 ---
hsa-m iR-1225-5p -0.687 0.072 0.499 1.762 1.866 3.567 ---
hsa-m iR-1973 -0.699 0.277 -0.358 2.170 2.234 3.401 ---
hsa-m iR-642b-3p -0.884 -0.329 0.440 0.731 1.173 3.167 ---
hsa-m iR-3960 -0.460 0.431 0.166 2.055 2.131 3.165 ---
hsa-m iR-4516 -0.773 -0.094 0.081 1.424 1.742 3.060 STAT3
hsa-m iR-6090 -0.678 0.228 0.061 1.846 1.982 3.023 ---
hsa-m iR-4485-5p -0.623 0.229 -0.049 1.490 1.709 2.989 ---
hsa-m iR-1268a -0.882 0.119 0.226 1.575 2.090 2.963 ---
hsa-m iR-6769b-5p 0.708 1.333 2.911 ---
hsa-m iR-4485-3p -0.976 -0.433 -0.382 1.710 1.825 2.870 ---
hsa-m iR-4530 -0.440 0.119 0.453 1.516 2.097 2.829 ---
hsa-m iR-1246 -0.483 0.504 0.426 2.760 2.174 2.345 D YRK1A
hsa-m iR-3656 -0.580 -0.233 -0.018 1.156 1.894 2.757 ---
hsa-m iR-1275 0.253 0.867 0.523 0.994 1.340 2.742 ---
hsa-m iR-762 -1.101 0.254 0.066 1.580 1.753 2.739 AM D 1 IFITM 5
hsa-m iR-6869-5p -0.585 0.164 0.193 2.707 2.577 2.661 ---
hsa-m iR-6749-5p 0.163 0.674 0.744 1.052 1.134 2.613 ---
hsa-m iR-4515 -1.078 0.141 0.147 1.853 1.778 2.568 ---
hsa-m iR-1915-3p -0.487 0.310 0.076 1.759 2.056 2.534 B C L2
hsa-m iR-5006-5p -0.633 -0.237 -0.533 1.759 2.013 2.520 ---
hsa-m iR-6821-5p -0.552 0.195 0.051 1.681 1.903 2.485 ---
hsa-m iR-3135b 0.390 -0.195 1.849 2.086 2.423 ---
hsa-m iR-6724-5p -1.504 -0.307 -0.274 1.796 1.939 2.419 ---
hsa-m iR-6740-5p -0.730 0.148 0.045 1.087 1.041 2.377 ---
hsa-m iR-2861 -0.632 0.034 0.163 1.735 2.372 2.214 ---
hsa-m iR-5001-5p 0.069 0.072 0.072 1.429 2.260 1.917 ---
hsa-m iR-1202 0.116 0.436 0.519 0.681 0.894 2.232 G RM 4
hsa-m iR-3198 -0.917 -0.133 -0.118 1.839 1.595 2.225 ---
hsa-m iR-638 -0.477 -0.236 0.097 1.623 2.221 2.213 O SC P1 SP2 SO X2
hsa-m iR-6800-5p -0.288 0.327 0.062 1.874 2.065 2.188 ---
hsa-m iR-6780b-5p -0.625 0.280 0.292 1.230 1.132 2.158 ---
hsa-m iR-494-3p -0.588 0.551 0.182 1.050 1.368 2.117 PTEN C D K6 ARN TL
hsa-m iR-1268b -0.300 0.145 0.138 1.665 2.046 2.111 ---
hsa-m iR-6879-5p -0.651 0.033 0.057 1.425 1.204 2.102 ---
hsa-m iR-7704 -0.359 0.158 0.158 1.722 2.025 2.065 ---
hsa-m iR-4728-5p -0.982 0.003 -0.072 1.392 1.499 2.048 ---
hsa-m iR-4459 -0.729 -0.136 0.195 0.543 1.109 2.045 ---
hsa-m iR-6089 -0.275 0.485 0.292 1.651 1.917 2.024 ---
hsa-m iR-455-3p -0.195 -1.646 -2.058 ---
hsa-m iR-1260b 0.358 0.319 -0.245 -1.307 -0.861 -2.107 ---
hsa-m iR-4763-3p -2.129 -0.949 -0.290 ---
hsa-m iR-1260a 0.105 -0.587 -0.643 -0.766 -0.843 -2.174 ---

Target G ene
(m iRTarB ase)

Strong evidence
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図 4. ウェスタンブロット A.リン酸カルシウム粒子（500µg/ mL）で処理したRAW264.7細胞
から分泌されたエキソソーム中の CD9 の発現. ネガティブ、ミディアムだけ. B.リン酸カル
シウム粒子（500µg/ mL）または未処理の RAW264.7 細胞から分泌されたエキソソーム中の
LAMP-1の発現. 

 
図 5. エキソソームの分泌 A. 72 時間の培養後に RAW264.7 細胞から分泌されたエキソソー
ムの数. ブランク、培地のみ. B.500µg/ Lのリン酸カルシウム粒子で処理（黒丸）および非処
理（白丸）の RAW264.7 細胞からのエキソソーム分泌の時間経過.  C. 72 時間の培養後に
THP-1細胞から分泌されたエキソソームの数。 B.500µg/ Lのリン酸カルシウム粒子で処理し
た THP-1細胞からのエキソソーム分泌の時間経過. 
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図 6. エキソソームおよび細胞におけるカルシウム含量  A.リン酸カルシウム粒子の 0、500、
および 1000µg/ mLで処理した RAW264.7細胞から分泌された 1×108個のエキソソーム中のカ

ルシウムの量. B.リン酸カルシウム粒子の 0、500、および 1000µg/ mLで処理した THP-1細胞
から分泌された 1×108個のエキソソーム中のカルシウムの量.  C. 0、500、および 1000µg/ mL
のリン酸カルシウム粒子で 72時間処理した RAW264.7細胞のカルシウムの量.
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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 

細胞応答に及ぼすナノマテリアルの物性解析 
 

研究分担者	 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 
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研究協力者	 伊佐間	 和郎	 帝京平成大学薬学部	 教授

 
A. 研究目的 
  ナノマテリアルは一次粒径が 100 nm 未
満と一般的に定義される 1)。そして、これ

までに種々のナノマテリアルが開発され、 
工業製品、塗料、化粧品、触媒など様々な

分野の製品に使用されてきた。 
一方で、ナノマテリアルまたはナノマテ

リアルを用いた製品の製造時に、作業員が

ナノマテリアルに曝露される可能性や、製

品中に含有されるナノマテリアルに消費者

が曝露され、ナノマテリアルに特有の毒性

本研究では、一次粒子径が異なり二次粒子径が同程度の NiO 及び Ni ナノマテリアル
懸濁液を用いて、細胞毒性に対する一次粒子径の影響を評価することを目的としてい

る。我々はこれまで NiO ナノマテリアルについて、遊星ボールミル型湿式ナノ粉砕機
を用いた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の調製法を開発

し、NiO ナノマテリアルの細胞毒性に対する二次粒子径サイズの影響評価を行ってき
た。本研究ではその調製法を利用し、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、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、酸化ニッケルと同等として扱った。そして、

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。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。 
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の発現が懸念されている 2,3)。 
このような背景から、様々な in vivo な

らびに in vitro 試験系において、ナノマテ
リアルの安全性が研究され、一部のナノマ

テリアルについては、化学組成、サイズ、

物性等に依存した生体影響が確認されてい

る 4)。しかし、これまでに行われてきたナ

ノマテリアルの生体影響に関する研究につ

いて、ナノマテリアルのキャラクタリゼー

ションが不十分なために、研究者の経験則

に基づいた試験が行われ、異なる実験室間

で得られた結果を比較することが難しい事

が指摘されている 5)。そして、ナノマテリ

アルの安全性評価については、試験法や評

価基準などが明確でなく断片的な試験結果

の集積に留まっているとして、ナノマテリ

アルの in vitro 試験法の開発が必要とされ
ている 6)。このような背景から、欧州委員

会の共同研究センターではコロニー形成試

験法によるナノマテリアルの細胞毒性試験

について多機関共同試験による評価が実施

されており、ナノマテリアルの統一的な毒

性試験方法の検討が進んでいる 7)。 
金属酸化物ナノマテリアルは工業材料や

消費生活製品材料として開発されており、

ZnO、SiO2 及び TiO2 等は化粧品や塗料等

に用いられている 6)。これら金属酸化物ナ

ノマテリアルに関して、様々な in vitro 試
験が行われている。例えば、Yuan らは一
次粒子径サイズの異なる SiO2 ナノ粒子に

よる細胞毒性試験を行い、一次粒子径の違

いが細胞毒性に影響を及ぼすことを明らか

にしている 8)。また、in vivo 試験では、一
次粒子径が同じで二次粒子径が異なる

TiO2ナノ粒子によるラット気管内投与試験

で、二次粒子径サイズが異なっても炎症反

応に差異は認められていない 9)。 
このように、個々の金属酸化物ナノマテ

リアルの物性が毒性試験の結果に影響を及

ぼすことから、毒性試験にはその物性情報

として、①状態（粒子径・粒径分布・凝集

体・形状）、②材料（化学組成・結晶性・

表面組成・純度）、③周囲に影響する因子

（表面積・表面化学特性・表面荷電）の 3
点に加え、安定性、培地の影響及び適切な

用量計測量での評価が求められている 5)。 
我々はこれまでに、金属酸化物ナノマテ

リアルの培養細胞試験系における細胞応答

に及ぼすナノマテリアルの影響の解明を目

的として、培養細胞試験系に用いる金属酸

化物ナノマテリアル懸濁液の調製方法の検

討とその物性解析を行ってきた 10)。そし

て、NiO ナノマテリアルについて、遊星ボ
ールミル型粉砕機の粉砕ボール径を変える

ことで、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の調製法を開発

した。さらに、それらの懸濁液について

A549 細胞（ヒト肺胞基底上皮腺癌由来細
胞）を用いた細胞毒性試験を実施し、二次

粒子径サイズが大きいほど細胞毒性が強く

なることや、その要因が NiO ナノマテリ
アルの細胞内への取り込み量に起因する可

能性を明らかにしてきた。 
  一方で、前述のように金属酸化物ナノマ
テリアルの細胞毒性に一次粒子径サイズが

影響していることが報告されている 8)。そ

こで、本研究では NiO ナノマテリアルの
A549 細胞に対する細胞毒性について、一
次粒子径サイズが異なり二次粒子径サイズ

が同程度の懸濁液を作成し、一次粒子径サ

イズがその細胞毒性に及ぼす影響を評価す

ることを目的とした。 
 

B. 研究方法 
B.1ナノマテリアル 
試験には Sigma-Aldrich の NiO ナノマテ

リアル（NiO-Sigma）並びに Alfa Aesar 製
の NiO 及びニッケルナノマテリアル

（NiO-Alfa 及び Ni-Alfa）を用いた。それ
らの性状等を表 1 に示した。Ni-Alfa につ
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いては、業者のデータシートによれば、表

面から深さ 0.5～1.0 nm まで酸化被膜に覆
われているとされており、NiO と同等に扱
えるものと考えた。これらのナノマテリア

ルの一次粒子径は、NiO-Sigma（<50 nm）、
NiO-Alfa（ 100 nm）及び Ni-Alfa（ 5-20 
nm）であった。 
 
B.2ナノマテリアルの表面状態と形状観察 
	 NiO-Sigma 及び NiO-Alfa では外観（色
調）が異なっていること、Ni-Alfa につい
ては表面酸化被膜を確認する必要があるこ

とから、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）
にて分析した。分析には島津製作所製

ESCA-3200を用いた。 
また、各ナノマテリアルをエタノールに

懸濁させ超音波処理した後、マイクログリ

ッド（コロジオン膜）上に滴下して乾燥さ

せ、透過型電子顕微鏡（TEM）にて粒子
径及び形状観察を行った。用いた TEM は

日立ハイテクノロジーズ製 H-9500 で加速
電圧は 200 kV とした。また、各ナノマテ
リアルの元素組成について、日立ハイテク

ノロジーズ製 HD2300A を用いた、走査型
透過電子顕微鏡-エネルギー分散型 X 線分
光法（STEM-EDS）により測定した。電子
顕微鏡分析は東芝ナノアナリシス株式会社

にて実施した。 
 
B.3ナノマテリアル懸濁源液の調製 
	 これまでに我々が開発した、遊星ボール

ミル型湿式ナノ粉砕機を用いた方法 10)に

従い懸濁液の調製を行った。粉砕機は NP-
100（シンキー製）を用い、粉砕容器はジ
ルコニア製であった。粉砕には、直径が

0.5、0.1及び 0.05 mmの三種類のジルコニ
アボールを用いた。金属酸化物ナノマテリ

アル試料 10 mgをジルコニア容器に量り採
り、そこに Tween80 を 0.1%（w/v）含む

Milli-Q水を 2.5 mL加えた。次に、ジルコ
ニアボールを 2.5 g 加えた後、MILL/MIX
モードで公転速度 2000 rpm の条件で 2 分
間粉砕を行った。その後、Milli-Q 水を 7.5 
mL 加えた後、MILL/MIX モードで公転速
度 400 rpmの条件で 1分間混合し、懸濁原
液（1 mg/mL）を作製した。また、そのナ
ノマテリアル懸濁液を 10% heat-inactivated 
fetal bovine serum（非働化 FBS）、1% non-
essential amino acid（NEAA）（GIBCO）を
含む Minimum Essential Medium（MEM）
（GIBCO）（以降: 10%FBS-MEM）を用い
て希釈し、培地懸濁液を作製した。 
	 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。

その際、平均粒子径は Cumulant 法で、粒
径分布は Marquardt 解析法を用いたヒスト
グラム法でそれぞれ求めた。平均粒子径及

び粒径分布については同一試料を繰り返し

3 回測定した。Zeta 電位については、平均
粒子径を測定した後に同一試料を繰り返し

4回測定して求めた。 
 
B.4細胞毒性試験 
	 細胞毒性試験には A549 細胞（JCRB 細
胞バンク）を用いた。細胞は 10%FBS-
MEM を用いて、37℃、5%CO2インキュベ

ーターで培養したものを用いた。試験には、

各ナノマテリアル懸濁原液を前述の液体培

地で希釈したもの、及び和光純薬工業製の

塩化ニッケル六水和物を用いた。 
	 始めに、A549 細胞を 96-well プレート
に播種（5×103 cell/well）し、24 時間後に
ナノマテリアルもしくは塩化ニッケルを含

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 
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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。
そして、培地のみで細胞を培養した well
を対照として、細胞生存率を算出した。 
 
B.5 培地懸濁液中の Niイオン濃度測定 

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。また、先行研究 10)で細胞毒性

試験を実施した一次粒子径サイズが同じで

二次粒子径サイズが異なる NiO-sigma ナノ
マテリアル懸濁液（懸濁原液の調製濃度

10 mg/mL）についても、比較検討のため、
培地中の Niイオン濃度を測定した。 
金属イオン濃度測定の前処理として、懸

濁原液及び 10%FBS-MEM 懸濁液を冷却超
遠心機（himac CP65β、日立工機製）にて
アングルローター（P70AT2）を用いて、
20℃、50000 rpm（約 170000×g）で 1 時
間遠心した。その上清 0.5 mL を採取し、
5%硝酸水溶液 4.5 mL を加えて試験溶液と
した。なお、5%硝酸水溶液は、和光純薬
工業製の有害金属測定用硝酸を Milli-Q 水
で希釈して調製した。超遠心処理により得

られた試験溶液を、5%硝酸水溶液により
適切な濃度に希釈した後に、孔径 0.45 µm
のメンブレンフィルター（ザルトリウス）

を用いてろ過してから金属イオン濃度を測

定した。金属イオン濃度の測定には、誘導

結合プラズマ質量分析計（ Inductively 
Coupled Plasma Mass spectrometry: ICP-
MS）を用いた。また、金属酸化物ナノマ
テリアルを含まない 10%FBS-MEM につい
て、同様の操作を行ったものを対照試料と

して測定した。試験は 4 連（n=4）で実施
した。 

ICP-MS には Agilent 7500ce（ Agilent 
Technologies, Inc.）を用いた。測定条件は、
高周波出力: 1500W、プラズマガス: Ar 15 
L/min、キャリアガス: Ar 0.7 L/min、メイ
クアップガス: 0.33 L/min、コリジョンガ
ス: He 5mL/min、サンプリング位置: 8 mm、
スプレーチャンバー温度: 2℃、積分時間 
0.1 sec/element、測定回数: 3 timesとした。 
Ni の 1000 mg/L 標準液（和光純薬工業
製）を、5%硝酸溶液で段階希釈し標準溶
液とした。また、Ag の 1000 mg/L 標準液
（和光純薬工業製）を 5%硝酸で 5 µg/Lに
希釈したものを内部標準液として用いた。

Ni 及び Ag の測定質量電荷比（m/z）は、
60 及び 107 とした。Ni のバックグラウン
ド濃度は、0.536 µg/Lであった。 
 
C. 結果及び考察 
C.1ナノマテリアルの表面状態と形状観察 
	 試験に用いた 3種類のナノマテリアルの
XPS 分析結果を図 1 に示した。どの試料
についてもニッケル及び酸素のピークが認

められた。また、そのスペクトルも全て類

似していたことから、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 画像を図 2 に示した。
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。また、粒子カウントによる平均

粒子径測定を試みたが、粒子の凝集度合い

が強いこと、粒子の輪郭部がはっきりしな

いことなどから断念した。大きさの異なる

2 群について、元素組成を STEM-EDS に
て測定した結果を図 3に示した。その結果、
どちらの群の粒子もニッケル及び酸素の存

在割合が同程度（1:1）となり、どちらの
粒子も NiOであることが確認できた。 
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	 Ni-Alfa の TEM 画像を図 4 に示した。
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。ただし、粒子カウントによる平均粒子

径測定については、NiO-Sigma と同様に粒
子の凝集度合いが強いこと、粒子の輪郭部

がはっきりしないことなどから断念した。 
 
C.2 各ナノマテリアル懸濁液中の二次粒子
径の平均粒子径及び粒径分布 

  各ナノマテリアル懸濁原液の作製にあた
って、NiO-Sigmaを用いた先行研究条件 10)

（10 mg/mL での調製）を試みた。その結
果、NiO-Alfa 及び Ni-Alfa の各ナノマテリ
アル懸濁液は調製後、速やかに凝集し試験

に供試できなかった。そこで、ナノマテリ

アル濃度を変えて検討した結果、Ni-Alfa
については 1 mg/mL で懸濁液の調製が可
能であった。一方、NiO-Alfaについては、
細胞毒性試験等に安定して使用出来得る濃

度での調製ができなかった。NiO-Sigma 及
び Ni-Alfa について、1 mg/mL で調製した
懸濁原液中ナノマテリアル粒子の平均粒子

径を表 2に、粒径分布を図 5にそれぞれ示
した。 
	 NiO-Sigma 及び Ni-Alfa は、どちらにつ
いてもこれまでの研究と同様に、粉砕に用

いるジルコニウムボール径が小さくなるほ

ど、懸濁原液中ナノマテリアルの二次粒子

の平均粒子径が小さくなる傾向が認められ

た。また、粒径分布についてもジルコニウ

ムボール径が小さくなるほど、散乱強度分

布及び個数分布共にピークが粒径の小さい

側に分布していた。このように、NiO-
Sigma だけでなく Ni-Alfa についてもナノ
マテリアルの二次粒子径サイズが異なる懸

濁液の作製できた。 
  NiO-Sigma 及び Ni-Alfa 懸濁原液（ 1 
mg/mL）について、10%FBS-MEMにて 0.2 
mg/mL に希釈し、平均粒子径及び粒径分

布への影響を検討した（表 2 及び図 6）。
全ての懸濁液で懸濁原液よりもナノマテリ

アルの平均粒子径は大きくなり、10%FBS-
MEM による凝集の影響が考えられた。た

だし、その平均粒子径は懸濁原液と同様に

粉砕に用いたジルコニウムボール径が小さ

くなるにつれて小さくなる傾向を示した。

一方、粒径分布では散乱強度分布で NiO-
Sigma 及び Ni-Alfa ともにピークが一部重
なる傾向が認められた。また、個数分布で

も Ni-Alfa ではφ0.1 mm とφ0.5 mm でピ
ークが重なっていた。 
次に、10%FBS-MEM で希釈して調製し

た懸濁液を 37℃で一日静置した後のナノ
マテリアルの平均粒子径及び粒径分布を表

2 及び図 7 に示した。懸濁液中ナノマテリ
アルの平均粒子径は NiO-Sigma ではφ0.05 
mm で若干小さくなり、その他は若干大き
くなる傾向を示した。一方、Ni-Alfa では
一日後のほうが全て平均粒子径は小さくな

り、その変化も NiO-Sigma よりも大きか
った。ただし、その平均粒子径は粉砕に用

いたジルコニウムボール径に応じた傾向を

維持していた。また、粒径分布では Ni-
Alfa の個数分布で調製直後と同様にφ0.1 
mm とφ0.5 mm でピークが重なっていた。 
	 本研究では、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調製

を目的としている。そこで、平均粒子径が

同程度のジルコニアボール径φ0.05 mmで
調製された、NiO-Sigma 及び Ni-Alfa の
10%FBS-MEM 懸濁液について、粒径分布

を比較してみた（図 8）。その結果、散乱
強度分布及び個数分布共にほぼピークが一

致しており、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。 
 
C.3 各ナノマテリアルの細胞毒性 
	 NiO-Sigma 及び Ni-Alfa の細胞毒性試験
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結果について図 9 に示した。NiO-Sigma の
各試料の半数致死濃度（IC50）は、調製に

用いたジルコニアボール径 0.5、0.1 及び
0.05 mm の試料で 23.1、29.3 及び 39.0 
µg/mL であった。NiO-Sigma については、
ジルコニアボール径が 0.1 mm 及び 0.05 
mm の試料では差が認められず、0.5 mm
の試料では他に比べてやや細胞毒性が強く

なる傾向を示した。Ni-Alfa に関しては、
各試料の IC50は調製に用いたジルコニアボ

ール径が 0.5、0.1 及び 0.05 mm の試料で
18.9、24.0 及び 32.6 µg/mL であった。Ni-
Alfaについては、各濃度でのデータのばら
つきが大きかった。 
次に、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（図 10）。
ばらつきが大きいが、Ni-Alfa の方が若干、
細胞毒性が強い傾向を示した。 
 
C.4. 培地懸濁液中の Niイオン濃度 
	 NiO-Sigma 及び Ni-Alfa 濃度を 0.1 
mg/mLに調製した 10%FBS-MEM培地懸濁
液中の Ni イオン濃度を表 3 に示した。
NiO-Sigma懸濁液中の Niイオン濃度は 2.2
～4.2 µg/mL（直後）及び 6.1～8.4 µg/mL
（1 日後）で溶出率は 2.8～5.4%（直後）
及び 7.8～11%（1日後）であった。一方、
Ni-Alfa 懸濁液中の Ni イオン濃度は 13～
18 µg/mL（直後）及び 23～25 µg/mL（1日
後）で溶出率は 13～18%（直後）及び 23
～25%（1 日後）であった。なお、ナノマ
テリアル無しで同じ操作を行ったブランク

試料中の Ni イオン濃度は、定量下限値以
下～0.15 µg/mLであった。 
調製直後と 1 日後では、どちらの懸濁液

でも 1 日後の方が Ni イオン濃度は高く、
培地中で継時的に Ni イオンが溶出してい
ることが明らかとなった。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。 
先行研究 10)条件（懸濁原液の調製濃

度：10 mg/mL）における NiO-Sigma 懸濁
液の Ni イオン濃度を表 4 に示した。調製
直後の Niイオン濃度は 0.82～19 µg/mLで
溶出率は 1.0～24%であった。また、調製
から 1 日後では Ni イオン濃度は 3.3～36 
µg/mL で溶出率は 4.2～46%であった。懸
濁液中の NiO-Sigma 濃度が高くなるほど、
懸濁液中に溶出した Ni イオン濃度も高く
なっていた。一方で、一次粒子径が同じで

二次粒子径サイズの異なる各ナノマテリア

ル懸濁液について、ナノマテリアルの濃度

が同じ懸濁液同士を比較すると、Ni イオ
ン濃度に差は認められなかった。 
 
C.5 細胞毒性と一次粒子径サイズ及び Ni
イオン濃度について 
本研究では、径が 0.05 mmのジルコニア

ボールを用いることで、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。そして、一次粒子径サイ

ズが小さいと細胞毒性が強い可能性が示唆

された。この懸濁液中の Ni イオン濃度を
比較すると、前述のように一次粒子径が小

さい Ni-Alfa の方が Ni イオン濃度は高い
傾向を示した（表 3）。また、Ni イオンそ
のものの細胞毒性を評価したところ、IC50

値は 43 µg/mL であった（図 11）。そのた
め、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。しかしながら、

NiO-Sigma の二次粒子径サイズの異なる懸
濁液では、細胞毒性には違いが認められて

いるが 10)、懸濁液中の Ni イオン濃度に差
は認められなかった（表 4 及び図 12）。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



 122 

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。 
 

D. まとめ 
本研究では先行研究でのナノマテリアル

懸濁液調製法を利用し、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。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。 
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表1. 実験に用いたナノマテリアルの製造（販売）先、一次粒子径および外観（色）

一次粒子径a

（nm ）

NiO -Sigm a Sigm a-Aldrich < 50 黒色

NiO -Alfa Alfa Aesar 100 緑色

ニッケル Ni-Alfa Alfa Aesar 5-20 シルバーグレー

a 各メーカーカタログより（エアロダイナミックパーティクルサイザー(APS）によるデータ）

酸化ニッケル

試料 製造（販売）先 外観（色）a略名

懸濁原液 10%FB S-M EM 懸濁原液 10%FB S-M EM

(1 m g/m L) (0.2 m g/m L) (1 m g/m L) (0.2 m g/m L)

149.9 ± 3.2 249.1 ± 9.1 19.8 ± 0.1 -11.7 ± 0.6

1day ― 229.2 ± 19.6 ― ―

216.7 ± 8.7 266.1 ± 4.5 24.8 ± 0.4 -10.7 ± 0.2

1day ― 323.7 ±13.3 ― ―

329.2 ± 5.8 405.6 ± 22.0 19.4 ± 0.5 -9.7 ± 0.7

1day ― 424.3 ± 57.7 ― ―

192.4 ± 6.4 246.9 ± 22.0 22.8 ± 0.6 -8.4 ± 0.4

1day ― 176.7 ± 2.2 ― ―

280.0 ± 4.7 361.2 ± 33.5 23.6 ± 0.7 -13.8 ± 0.4

1day ― 262.3 ± 15.5 ― ―

357.7 ± 17.2 436.2 ± 89.4 22.1 ± 1.4 -10.8 ± 0.2

1day ― 313.8 ± 16.7 ― ―

a 1day: 37℃で一日放置後

b カッコ内は粉砕に用いたジルコニウムボールの粒子径

Ni-Alfa

 (φ0.05 m m ）

（φ0.1 m m ）

 (φ0.5 m m ）

 (φ0.05 m m ）

（φ0.1 m m ）

 (φ0.5 m m ）

表2. ナノマテリアル懸濁液中の平均粒子径（流体力学径）およびZeta電位a

平均粒子径 （nm ) Zeta電位（m V）

NiO -Sigm a

ナノマテリアルb
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Niイオン濃度（μｇ/m L） 溶出率（%） 平均値 溶出率（%）

（φ0.05 m m） 4.2±0.15 5.4 8.4±0.27 11

（φ0.1 m m） 3.3±0.066 4.2 6.1±0.28 7.8

（φ0.5 m m） 2.2±0.17 2.8 7.0±0.46 8.9

（φ0.05 m m） 18±0.58 18 25±0.58 25

（φ0.1 m m） 16±0.84 16 23±1.6 23

（φ0.5 m m） 13±0.64 13 23±0.90 23

a カッコ内は粉砕に用いたジルコニアボールの粒子径
b 37℃で一日放置後

表3. NiO -Sigm a及びNi-Alfa懸濁液（0.1 m g/m L）中のＮｉイオン濃度 及び溶出率

NiO -Sigm a

Ni-Alfa

ナノマテリアルa
直後 1日後b

表4. 先行研究10)条件におけるNiO -Sigm a懸濁液中のNiイオン濃度及び溶出率a

Niイオン濃度（μg/m L） 溶出率（%） Niイオン濃度（μg/m L） 溶出率（%）

φ0.5m m 0.05 m g/m L 0.82±0.084 1.0 3.9±0.27 5.0

0.1 m g/m L 1.8±0.19 2.3 5.7±1.5 7.3

0.2 m g/m L 4.5±0.15 5.7 14±0.85 18

0.4 m g/m L 8.0±0.46 10 30±2.2 38

φ0.1m m 0.05 m g/m L 1.5±0.71 1.9 3.3±0.50 4.2

0.1 m g/m L 4.1±0.89 5.2 6.1±0.63 7.8

0.2 m g/m L 5.3±0.77 6.8 11±0.95 14

0.4 m g/m L 11±1.0 14 25±2.2 32

φ0.05m m 0.05 m g/m L 2.4±0.043 3.1 4.7±0.41 6.0

0.1 m g/m L 4.9±0.23 6.3 8.8±0.49 11

0.2 m g/m L 8.0±0.35 10 18±1.6 23

0.4 m g/m L 19±1.4 24 36±2.2 46

a 懸濁原液濃度は10 m g/m L
b 37℃で一日放置後

ナノマテリアル

濃度

粉砕ジルコニア

ボール径

直後 1日後b
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図 1.ナノマテリアルの XPSスペクトル 
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図 2. NiO-Sigmaの TEM画像 
（上：400倍、下：1000倍） 
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図 3. NiO-Sigmaの大きさの異なる二次粒子の STEM-EDX分析結果 
（Cuは試料ホルダー起因のバックグラウンド） 
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図 4. Ni-Alfaの TEM画像 
（上：400倍、下：1000倍） 
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図 5.Ni-AlfaおよびNi-Sigma懸濁原液（1 mg/mL）の粒径分布 

（上：散乱強度分布、下：個数分布） 
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図 6. Ni-AlfaおよびNiO-Sigmaの 10%FBS-MEM懸濁液（0.2 mg/mL）の粒径分布  

（上：散乱強度分布、下：個数分布） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

5

10

15

20

25

1 10 100 1000 10000

散
乱

強
度

分
布

（%
）

粒径（nm）

Ni-Alfa 
(0.2 mg/mL)

φ0.05 m m  
φ0.1 m m
φ0.5 m m

0

10

20

30

40

50

1 10 100 1000 10000

個
数

分
布

（
%
）

粒径（nm）

Ni-Alfa 
(0.2 mg/mL)

0

5

10

15

20

1 10 100 1000 10000

散
乱
強
度
分
布
（
%
）

粒径（nm）

NiO-Sigma 
(0.2 mg/mL)

0

10

20

30

40

50

60

1 10 100 1000 10000

個
数

分
布

（
%
）

粒径（nm）

NiO -Sigm a 

(0.2 m g/m L)



 132 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 7. 37℃で 1日静置後のNi-AlfaおよびNiO-Sigmaの 
10%FBS-MEM懸濁液（0.2 mg/mL）の粒径分布  

（上：散乱強度分布、下：個数分布） 
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図 8. 粉砕にφ0.05 mmのジルコニアボールを用いたNi-AlfaおよびNiO-Sigmaの
10%FBS-MEM懸濁液の調製後（左）および 37℃で 1日静置後（右）の粒径分布 

（上：散乱強度分布、下：個数分布） 
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図 9. 径の異なるジルコニアボールで調製した 

NiO-Sigma及びNi-Alfa懸濁液の細胞毒性曲線 
（エラーバーは標準偏差） 
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図 10. 径 0.05 mmのジルコニアボールで調製したNiO-Sigma及びNi-Alfa懸濁液の 

細胞毒性曲線（エラーバーは標準偏差） 
 
 
 

 
図 11. Niイオンの細胞毒性試験結果 
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図 12. 二次粒子径の異なる NiO-Sigma懸濁液を用いた a) 細胞毒性試験 
（A549細胞、48時間MTSアッセイ）10)及び b) 懸濁液中 Niイオン濃度 
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