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A. 研究目的 
近年急ピッチで開発と実用化が進んでいるナノ

マテリアルの社会的受容には、十分なリスク評価

と、仮にリスクがある場合、ベネフィット・リス

クバランスを考慮したその低減化が必要である。

加えて、欧米ではこれらのリスク評価やリスク低

減が通商政策上から戦略的に実施されていて、我

が国でも同様の戦略が必須であり、そのためには

リスク評価の高度化・標準化も必須である。また、

当該リスク評価に当たっては、動物福祉の3R原則

の観点から、動物実験代替法の開発も重視される。

本研究は、全体として、①共培養・切片担体培

養・ヒト3D皮膚再構成系 などを用いたナノマテ

リアルのin vitro安全性評価法の高度化とin vivo実
験による当該評価法の検証、②自験・文献などの

データによる有害性発現経路の確立、③ナノマテ

リアル毒性試験データベースの作成、④それらの

成果に機械学習などによるin silico生体影響予測を

組合せたナノマテリアルの統合的健康影響評価方

法を構築することを目的として行われている。そ

の中で、本分担研究の目的は、ヒト3D皮膚再構成

系を用いて、金属ナノ粒子の経皮一般/遺伝毒性に

関する新規in vitro評価系を構築することである 
平成30 年から令和元年までは、NHEK単層培養

系または3Dヒト皮膚再構成系への小核試験導入準

備、令和2年度は、班内で共通使用する二酸化チタ

ンナノ粒子（JRCNM01001a・JRCNM01005a・MT-
150A・MT-500B・AM-T100・AMT-600・TKP-102）
の経皮毒性について、正常ヒト表皮由来ケラチノ

サイトNHEK（クラボウ）を用いた単層培養系、

またはLabCyte EPIモデル（株式会社ジャパン・テ
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ィッシュ・エンジニアリング）を用いたヒト3D皮

膚再構成系において解析すると共に、ヒト3D皮膚

再構成系を用いた小核試験法を確立する前段階と

してNKEK単層培養系で行った。 
 

B. 研究方法 
1) 細胞 
1-1) 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NHEK（クラボウ）を適宜継代して用い

た。実験時の培養条件は、温度37℃、受動湿潤、

気相条件 95%空気・5%二酸化炭素とした。 
1-2) ヒト3D皮膚再構成系 
ヒト3D皮膚再構成系としては、LabCyte EPI 24 
モデル（株式会社ジャパン・ティッ シュ・エン

ジニアリング）（図１）を、当該モデルに添付の

培養液と共に用いた。実験時の培養条件は、温度

37℃、受動湿潤、気相条件 95%空気・5%二酸化

炭素とした。 
2) 被験物質 
2-1) 対照物質：陽性対照物質としては，マイトマ

イシン C またはベンツピレンを用いた．陰性対照

物質としては，蒸留水（dH2O）を用いた。 
2-2) 金属ナノ粒子：マグネタイト。マグネタイト

（酸化鉄ナノ粒子）は，本研究の研究代表者であ

る渡邊 昌俊（三重大学大学院医学系研究科）が，

本研究班全体に分配したものである．詳細は，渡

邉の報告書を参照されたい。  
2-3) 金属ナノ粒子：二酸化チタン。二酸化チタン

ナノ粒子は本研究の研究代表者である渡邊 昌俊
（三重大学大学院医学系研究科）から、本研究班

構成者に配布されたものであるため、その物性等

の詳細については渡邉の報告書を参照されたい。

本年度の本研究では、配付されたものの内、

JRCNM01001a・ JRCNM01005a・MT-150A・MT-
500B・AMT-100・AMT-600・TKP-102 の 7 種類を

用いた（表１）。 
2-4) 遺伝毒性：小核試験の陽性対照物質としてマ

イトマイシンC（MMC）、陰性対照物質として

dimethyl sulfoxide （DMSO）を用いた。 
3) 実験および解析 
被験物質への曝露は、単層培養系において培地

中へ、ヒト3D皮膚再構成系において表皮組織上面

から（図1）、それぞれ行った。詳細な実験条件は、

結果の項に記す。 
細胞毒性は、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）と、生細胞

によるテトラゾリウム塩ホルマザン生成（WST-1
またはWST-8アッセイ）を指標として、それぞれ

生化学的に解析した。 

小核試験は、チャイニーズハムスターの肺由来

線維芽細胞CHL/IUを用いた常法の条件を改変し、

マイトマイシンCの曝露から24時間後と72時間後
の小核誘発について解析した。 
ヒト3D皮膚再構成系においては、以下の解析も

行った。ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を

行い、表皮傷害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、培地を回収してチタンの含有量をICP-MSに
より測定した（東海技術センター）。 

 
（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) 二酸化チタンナノ粒子の表皮系細胞毒性 
1-1) NHEK単層培養系 
二酸化チタンナノ粒子は、最終濃度 1000 µg/mL
を最高濃度として 7.82 µg/mL まで倍々希釈を行っ

た 8種の用量で 24時間曝露して WST-8 アッセイ

を実施した結果、AMT-100 と AMT-600 の 500、
1000 μg/mL と MT-150A と MT-500B の 1000 μg/mL
で細胞傷害を認めた（表 2）。JRCNM01001a と

JRCNM01005a では，1000 μg/mL で細胞生存率が

若干低下したが，明らかでなかった（表 2）。
TKP-102 では、1000 μg/mL まで、明らかな細胞傷

害を認めなかった（表 2）。 
72時間曝露では、7種ともに 125〜250 μg/mL

で細胞傷害を認め、表 2 に示すような 50 %致死用

量を得た。 
二酸化チタンナノ粒子は比較的容易に凝集した

が、比較的低用量では図 2 に示すように、細胞外

のみならず細胞内にも二酸化チタンナノ粒子が存

在することを示唆する所見が観察された。二酸化

チタンの凝集程度は，種類によって異なっていた

（図 3）。 
1-2) ヒト 3D 皮膚再構成系 
角質形成が成熟した 13日間培養ヒト 3Ｄ皮膚再

構成系と，角質形成が未熟である 6 日間培養ヒト

3D皮膚再構成系の両方において、二酸化チタンナ

ノ粒子は、最終濃度 0、0.2、2、20 mg/mL で 24時
間曝露した。MTT アッセイを試みた結果、いずれ

の二酸化チタンナノ粒子も細胞毒性を示さなかっ

た。  
2) 小核試験 
2-1) NHEK を用いた小核試験 

S9mix 非存在下の NHEK においては、マイトマ

イシン C を 3 または 24時間曝露しても、主に１核

が多く、細胞分裂が行われてないようで，細胞の
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数も少なかった。さらに条件検討のため、NHEK
に MCC 10 ug/mL または DMSO を 3 または 6時間
曝露、24または 72時間まで培養し、2核細胞 1000
個中の小核の有無と個数を解析した。その結果、

24時間培養条件では 2核細胞数が著しく少なく試

験が実施できなかったが、72 時間培養条件では

MMC で陽性結果、DMSO で陰性結果を得ること

ができた（表 3）。 
マグネタイトの遺伝毒性について、S9mix非存在
下の CHL/IU においては、BMS-10 あるいは

BMSC-5 の 10-200 µg/mL で 24時間曝露しても、2
核細胞中の小核出現頻度が陰性対照と同等であっ

た。S9mix 非存在下または存在下の CHL/IU にお

いては、3 時間曝露した BMS-10 で 2 核細胞中の

小核出現頻度が陰性対照より高かった。3 時間曝
露した BMSC-5 の 2 核細胞中の小核出現頻度は、

S9mix 非存在下で陰性対照よりやや高く、存在下

で同等であった。なお、両マグネタイト共、S9mi
ｘ存在下の方が非存在下より、２核細胞中の小核

出現頻度が高かった。 
2-2) 3D ヒト皮膚再構成系 
マイトマイシンCを用いて3回実施したが、いずれ

においても十分な小核を確認できなかった。 
D. 考察 

NHEK単層培養系において、AMT-100・AMT-
600・TKP-102は、500 μg/mL以上の高濃度曝露

（24時間）で細胞毒性を示した。この細胞毒性の

強度は二酸化チタンナノ粒子の種類によって異な

り、また、他の被験二酸化チタンナノ粒子につい

ては細胞毒性が検出されなかった。したがって、

二酸化チタンナノ粒子のケラチノサイト毒性の有

無と強度には、当該粒子の物理科学的性状が関与

するものと示唆された。その詳細については、現

在、解析中である。 
一方、ヒト3D皮膚再構成系では、いずれの二酸

化チタンナノ粒子も細胞毒性を発揮しなかった。

したがって、表皮の重層構造は、二酸化チタンナ

ノ粒子の細胞毒性を防御し得るものであることが

示唆された。その詳細と背景メカニズムについて

は、二酸化チタンナノ粒子の表皮透過性も含め、

現在、病理組織学的・分子生物学的に解析中であ

る。 
遺伝毒性に関して、NHEKは細胞増殖活性が低

く、CHL/IU細胞を用いた常法と同条件では小核試

験が実施できないことを明らかにした。しかし、

細胞を被験物質曝露後長時間培養することにより、

NHEKによる小核試験が可能となることが判明し

た。現在、このプロトコルに基づいて、二酸化チ

タンナノ粒子やマグネタイトを用いた小核試験を

実施してた。さらに、ヒト3D皮膚再構成系への応

用については更なる検討が必要と考えられる。 

 CHL/IU単層培養系を用い，S9mixの非存在下ま

たは存在下で実施したオーソドックスな24時間曝
露小核試験において、非修飾マグネタイトBMS-10
とカルボキシル基修飾マグネタイトBMSC-5は、

いずれも陰性であった。3時間曝露試験において、

BMS-10は、S9mixの非存在下または存在下で陽性

を示し、当該小核誘発性がS9mixの存在によって

増強した。BMSC-5は、S9mix非存在下で陽性、存

在下で陰性であった。以上の結果より、BMS-10に
ついては、代謝活性化を必要としないが、それに

よって増強される遺伝毒性がある可能性がある。

しかし、24時間曝露で陰性であることを考え合わ

せると、この非修飾マグネタイトの「遺伝毒性」

については、この段階で結論できず、Ames試験な

ど他のin vitro試験やin vivo試験の結果と併せて総合

的に評価すべきである。 
E. 結論 
NHEK 単層培養系または 3D ヒト皮膚再構成系へ

の小核試験導入については、細胞の大きさや増殖

姓の観点から NHEK を用いた小核試験を可能とす

るプロトコルが得られた。 
CHL/IU単層培養系において、非修飾マグネタイ

トは、一定の条件下で小核誘発性を持つ可能性が

示唆された。カルボキシル基修飾は、この小核誘

発性を減弱させることを明らかにした。 
二酸化チタンナノ粒子のケラチノサイト毒性の

有無と強度には当該粒子の物理科学的性状が関与

し、また、表皮の重層構造は、二酸化チタンナノ

粒子の細胞毒性を防御し得るものであることが示

唆された。また、二酸化チタンナノ粒子は凝集し

やすく、これらの正確な評価の為には分散制御が

重要であると考えられた。 
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表 1. 被験二酸化チタンナノ粒子の概要 

 

 
 

図１．LabCyte EPI 24モデル 
 

表 2．NHEK単層培養系における二酸化チタンナノ粒子の細胞毒性 

 

 
 

 
 
図 2．NHEK光学顕微鏡像（MT-150A 15.63 µg/mL，24時間，200倍） 

 

 
 

図 3．NHEK光学顕微鏡像（125 µg/mL，24時間，200倍） 
 

 
表 3. NHEK を用いた小核試験 



 33 

 


