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A. 研究⽬的 
テクノロジーが急速に進展する現代に

おいて、ナノマテリアルを活⽤した新規素
材が産業界に浸透し、⾷品・飼料分野や物
質材料分野での応⽤が期待される。なかで
も健康影響やリスク管理が重要課題とな
っているが、毒性学的知⾒は依然として不
⾜している。 

欧州⾷品安全機関（EFSA）は、⾷品・飼
料⽤ナノマテリアルのリスク評価に関し、
申請における安全性と曝露に関する科学
的知識向上のためのガイダンスを提供し
ており、2021 年 7 ⽉には⾷品・飼料チェー

ンにおけるナノマテリアルのリスク評価
ガイダンスが発⾏された。 

本ガイダンスでは、ナノマテリアルの物
理化学的特性、曝露評価、有害性評価に関
する科学的考察に加え、特性評価や測定パ
ラメータ、利⽤可能な技術、複雑なマトリ
ックス中での決定法について詳述されて
いる。さらに、曝露評価、有害性同定・特
性 評 価 、 ナ ノ マ テ リ ア ル 特 異 的 な in 
vitro/in vivo 毒性試験、段階的な毒性試験
フレームワークについて概説されている。 

本研究は、⾷品関連分野で使⽤・混⼊の
可能性のあるナノマテリアル等の新規素

研究要旨 
欧州において⾷品⽤途のナノマテリアルは新規物質と認識され、安全性評価に関する

法整備が進められている。ナノマテリアルは、その特異な物理化学的性質に起因する、
従来の物質とは異なる潜在的な有害性への懸念が指摘されており、特に経⼝または経⽪
暴露される⾷品および⾷品⽤容器包装⽤途の新規ナノ素材については、その特性を踏ま
えた新たなリスク評価⼿法の確⽴が求められる。 

本研究は、⾷品関連分野におけるナノマテリアル等の新規素材の毒性試験法に関する
国際動向を調査することを⽬的とする。この調査では、安全性評価⽅法、評価データ、
並びに関連する国際的な動向に関する情報を集積し、適切な毒性評価法の提案、および
特性に応じた試験上の考慮事項を整理する。令和６年度は、初期評価的観点から免疫毒
性に焦点をあて、2021 年 7 ⽉に EFSA が発⾏した“Guidance on risk assessment of 
nanomaterials to be applied in the food and feed chain: human and animal health ”（Nano-
RA に関するガイダンス）の内容を中⼼に、欧州⾷品分野における免疫毒性に関する試
験法や評価⼿法について調査を実施した。 
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材の毒性試験法に関する国際動向調査を
実施する。令和６年度は初期評価的観点か
ら遺伝毒性に焦点をあて整理した。 
 
B. 研究方法 

初期評価的観点から免疫毒性についての
評価書事例に関する情報収集を実施するた
め 、 2021 年 7 ⽉ に EFSA が 発 ⾏ し た
“Guidance on risk assessment of nanomaterials 

to be applied in the food and feed chain: human 
and animal health ”（以下、「Nano-RA に関す
るガイダンス」）の記載内容を中⼼に、欧州
⾷品分野における免疫毒性に関する試験法
や評価⼿法について調査を実施した。 

（倫理⾯への配慮）特になし 
 
C. 研究結果 
C-1.「Nano-RA に関するガイダンス」にお
ける免疫毒性評価 
段階的リスク評価（STEP1〜STEP4）： 

「Nano-RA に関するガイダンス」では、
段階的リスク評価の STEP2 において、消化
管を再現するための in vitro モデルとして
ヒト⼤腸上⽪細胞（CaCo-2）と免疫細胞や
粘液分泌細胞との組み合わせ（Gamboa and 
Leong, 2013）1)などを例⽰している他、マク
ロファージ（例えば、初代ヒト単球由来マ
クロファージやヒト単球系細胞株 THP-1）
のような免疫細胞を試験することも重要
であると述べられていた。⼀⽅、市販の全
⾎サイトカイン放出キットは、免疫刺激反
応や免疫抑制反応を含む免疫毒性反応の
特徴を明ら か に す る の に役⽴つ が
（Langezaal et al., 2001）2,3)、これは腸管関
連免疫反応の試験において、完全には適さ
ないとしていた。 

STEP3 において、免疫学的、増殖学的、
神経毒性、⽣殖器官⼜は内分泌を介した潜

在的影響を同定するために、90⽇間の経⼝
毒性試験（ナノマテリアルの評価⽤に適応
した OECD TG 408 試験）を実施すること
が推奨されており、STEP 4 では、STEP3 で
ナノマテリアルの組織への蓄積が実証さ
れた場合に、追加の免疫毒性を検討するこ
とが推奨されていた。  

Dekkers et al. （2016）4) は、トキシコキ
ネティクスとヒトの有害性評価において、
マテリアルのナノ特異的な特性によって
最も影響を受ける可能性が⾼い側⾯とし
て、分解／溶解、蓄積、遺伝毒性に加えて
免疫毒性を、ハザード評価の中⼼となすべ
き項⽬として挙げてられていた。また、
「Nano-RA に関するガイダンス」では、こ
の点に関連して WHO の環境保健クライテ
リ ア Environmental Health Criteria 244 ： 
EHC244（2019）5) の参照を推奨していた。 

STEP4 での⽣殖毒性に関する追加試験
の中で、OECD テストガイドライン（TG）
443 (OECD, 2012b)が取り上げられており、
TG443 のパラメータには、特異的エンドポ
イントの⼀つとして発達免疫毒性がとり
あげられていた。 

 
遺伝毒性との関連性： 
炎症性メディエーターの放出を通じて上
⽪組織に遺伝毒性を引き起こす、慢性的な
免疫反応の結果としての DNA 損傷メカニ
ズムについても触れられており、⼆次的な
遺伝毒性メカニズムは、免疫細胞と上⽪細
胞の両⽅からなる共培養モデルを⽤いた
場合にのみ、in vitro で検出することができ
るとして、Evans et al.（2019）6)の⽂献を挙
げて紹介されていた。 
 
免疫毒性とアレルギー原性との関連性： 
ナノ粒⼦は、潜在的な免疫原性または抗原
性に加えて、他の免疫原／抗原を粒⼦表⾯
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に結合させ、免疫細胞に運ぶことで「トロ
イの⽊⾺」として機能することもある、と
述べられており、評価ガイダンスとして
EHC244（WHO（2019）5）を紹介されてい
た。  
「Nano-RA に関するガイダンス」では、

現時点では、経⼝曝露後に感受性の⾼い個
体にアレルギー反応を引き起こす可能性
がある物質の評価を可能にする実験動物
におけるデータまたは検証済みの研究は
存在しない、と述べられていた。その上で、
ナノマテリアルが潜在的なアレルゲン（例
えばタンパク質やペプチド）である場合、
あるいはタンパク質や他の既知の潜在的
なアレルゲン分⼦の残基を含む場合、アレ
ルゲン性成分の評価において、遺伝⼦組み
換え作物のアレルゲン性に関する EFSA ガ
イダンスで議論された原則に従うべきで
あると説明されていた。アレルゲン性の決
定に関するこれらの原則には、タンパク質
またはペプチドの構造的側⾯の調査、in 
silico（またはバイオインフォマティクス）
アプローチ、免疫グロブリン E（IgE）結合
および細胞ベースの⽅法、分析プロファイ
ル技術および動物モデル（EFSA GMO Panel, 
20107）; EFSA NDA Panel, 20148)）などが含
まれる。アレルギー性およびアレルギー反
応について単⼀の実験⽅法で決定的な証
拠を得ることはできないため、様々な試験
⽅法から得られたすべての情報を考慮し
た証拠の重み付け（weight-of-evidence）ア
プローチが推奨されると、同ガイダンスで
は述べている。 
 
１） OECD TG408（げっ⻭類における 90 
⽇間反復経⼝投与毒性試験）  
「Nano-RA に関するガイダンス」において、
OECD TG408 には、免疫毒性または免疫調
節効果を⽰す可能性のあるパラメータと

して、以下のような項⽬を挙げている。  
ü 毒性が明確ではない場合の脾臓およ

び胸腺の相対重量の変化  
ü 免疫系の他の器官（例えば、⾻髄、

リンパ節、パイエル板）における病
理組織学的変化、  

ü ⾎清総タンパク、A/G⽐、試験動物
の⾎液学的プロファイル（総⽩⾎球
数、⽩⾎球分画など）の変化  

このような変化は、OECD TG 452 (OECD, 
2009e), 451 (OECD, 2009b) ま た は 453 
(OECD, 2009d)に従って実施される慢性毒
性／発がん性試験でも確認されることが
あると述べられていた。 
 
２） Dekkers et al. （2016） 

本論⽂において、免疫毒性に関する記載
は、細胞毒性関係の記載部分に含まれてお
り、次のように記載されていた。  

ナノマテリアルの毒性のもう⼀つの重
要なメカニズムは、免疫反応の発現または
誘発であり、例えば炎症、免疫刺激、免疫
抑制などを引き起こす。炎症が慢性化する
と、線維症、肝硬変、肺がん、⼼⾎管疾患、
神経学的疾患など、さまざまな健康影響を
引き起こす可能性について述べられてい
た。ナノ物質（substance）が免疫反応を引
き起こす経路はさまざまだが、すべての細
胞性免疫反応が顕著な炎症につながるわ
けではない。細胞毒性、免疫毒性、遺伝毒
性に関する in vitro アッセイに関連する細
胞種は、ナノ物質（substance）の吸収、分
布、移動に関する限られた知識（⼀般的に）
と共に、関連する培地での溶解率や in vitro
吸収に関する情報に基づいて選択するこ
とができる。  
in vitro でナノマテリアルの免疫毒性を研
究する前に、エンドトキシン汚染について
試験することが不可⽋であると説明され



 

   40 

ていた。 
 
３ ）  Environmental Health Criteria 244
（EHC244）  

EHC244 では、ナノマテリアルが免疫細
胞や免疫系組織と相互作⽤することで、細
胞毒性、酸化ストレス、炎症反応、補体活
性化関連擬似アレルギー反応（CARPA）、
遺伝毒性、代謝変化、そして免疫・炎症細
胞の増殖といった影響を引き起こす可能
性が⽰唆されていた。また、⼀般的な化学
物質の免疫毒性評価に⽤いられており、ナ
ノマテリアル試験への適⽤が期待される
複数の試験法についても概説されていた。 

ナノマテリアルの免疫毒性として事象
と関連する可能性について、次のように記
載されていた。 

(a) 免疫抑制-感染因⼦に対する宿主の
抵抗⼒の低下 
(b) 免疫の活性化-⾃⼰免疫疾患の発症
リスクの増加 
(c) アレルギー疾患（アトピー、⾷物アレ
ルギー、喘息）の発症リスクの増加  
(d) 化学物質に対する過敏症-繰り返し
曝露される 
(e) 異常な炎症反応や未解決の炎症-組
織や臓器の損傷や機能不全  
(f) 異常な炎症反応や適応免疫反応の変
化-疾患 

 
C-２.EFSA 評価事例 
１） 酸化鉄類及び水酸化鉄類(E 172) 
EFSA 評価書には、酸化鉄類及び水酸化鉄

類(E 172)の免疫毒性に関する記載は認め

られなかった。 
 
２） 二酸化ケイ素（E551） 
【in vitro 試験による評価事例】 

2)-1.  Winter et al. （2011）9) は、樹状細
胞に対するアモルファスヒュームドシリ
カナノ粒⼦（Sigma Aldrich製、BET 200 
m2/g 平均⼀次径 20〜80 nm、培養液に懸
濁し超⾳波破砕機で 30 分間処理）と微結
晶シリカの in vitro効果を⽐較した。アモ
ルファスシリカナノ粒⼦も結晶性シリカ
と同様に、樹状細胞上の MHC-II、
CD80、CD86 の制御を上昇させた。さら
に、これらの粒⼦はインフラマソームを
活性化し、カスパーゼ-1⽋損マウスや
NLRP3⽋損マウスではなく、野⽣型
（WT）から単離された樹状細胞によるイ
ンターロイキン（IL）-1b の有意な分泌を
もたらした。⾮晶質シリカナノ粒⼦と結
晶性シリカの両⽅がアポトーシスを誘導
した。 
 
2)-2.  Kusaka et al.（2014）10) は、シリカ

（Micromod Partikeltechnologie GmbH 製；
30、1,000、3,000、10,000 nm）の粒子径と、

in vitro のマウス骨髄由来マクロファージ

細胞における貪食、インフラマソーム活性

化、IL-1b分泌、細胞死との関係を調べた。

直径の大小にかかわらず、シリカ粒子はア

クチン細胞骨格に依存した経路で効率よ

く細胞内に取り込まれ、カスパーゼ-1 の活

性化を誘導したが、カスパーゼ-11 の活性

化は誘導しなかった。直径 30～1,000 nm の

シリカ粒子は、3,000～10,000 nm のシリカ

粒子よりも顕著に高いレベルで、リソソー

ムの不安定化、細胞死、IL-1b の分泌を誘導

した。 
 
2)-3  Di Cristo et al.（2016）11) は、2 つのマ

ウスマクロファージ細胞株（MH-S 細胞お

よび RAW264.7細胞）に対して、完全増殖

培地中で、大きさ、比表面積、表面電荷、

流体力学的半径が同程度のヒュームドシ
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リカナノ粒子（NM-203；JRC、2013、付録
B）および沈殿シリカナノ粒子（NM-200；
JRC、2013、Appenix B）の 2種類の調製物

の効果を研究した。タンパク質を多く含む

液中でインキュベートした場合、NM-203
は NM-200 よりも多くのタンパク質を表面

に吸着し、マクロファージとインキュベー

トすると、Hmox1 の誘導と活性酸素産生か

ら評価される酸化ストレスがより大きく

なった」と報告した。ヒュームドシリカナ

ノ粒子（NM203）は、沈殿した NM-200 よ

りもマクロファージと強く相互作用し、一

酸化窒素合成酵素 2 の誘導、NO 産生、腫

瘍壊死因子（TNF）-a、IL-6、IL-1b の分泌

によって評価されるように、より明白な炎

症反応を引き起こした。著者らは沈殿シリ

カナノ粒子と比較すると、ヒュームドシリ

カナノ粒子は血清タンパク質や細胞膜と

の相互作用を高め、マクロファージにおい

てより大きな酸化ストレスとより強い炎

症促進作用を引き起こすと結論づけた。パ

ネルは、この研究で使用されたヒュームド

ナノ粒子と沈殿ナノ粒子では、生物学的反

応が異なることを指摘されていた。 
 
2)-4.  Winkler et al. (2017)12) は、未熟でプ

ライミングされていない樹状細胞（マウス

骨髄由来の  DC）とヒュームドシリカ

（AEROSIL 380F および AEROSIL 200F; 
付録 A）の相互作用を検討した。超音波処

理後、培養液に懸濁させると、2 つの SAS
マテリアルは平均直径 147nm と 127nm の

凝結体を形成した。DC による粒子の内在

化は、細胞毒性、IL-1a や TNF-a の放出を

惹起しなかった。しかし、SAS 粒子は未熟

な DC を活性化し、これらの定常状態の DC
に SAS 粒子がエンドサイトーシス的に取

り込まれると、プロ IL-1b 前駆体が誘導さ

れた。  

著者らによると、これらの結果から、食品

グレードの SAS 粒子は、定常状態の DC に

おいてエンドソーム MyD88 依存性の病原

体パターン認識とシグナル伝達経路を開

始できることが示された。同じ著者らは以

前、SAS のような食品由来の粒子が腸粘膜

の第一線のセンチネルとして機能する樹

状細胞の機能をどのように変化させる可

能性があるかについての研究を発表して

いた。  
 
2)-5  Breznan et al.（2017）13) は、様々なア

モルファスシリカナノ粒子（10～20nm、5
～15nm、12nm、Sigma Aldrich製）の毒性に

対する物理化学的および生物学的因子の

影響を調べた。特に、ヒト上皮細胞 A549、
ヒト THP-1、マウス J774A.1 マクロファー

ジ細胞という異なる細胞タイプによるサ

イトカイン放出を検討した。一次粒子径が

類似しているにもかかわらず、試験したシ

リカナノ粒子はそれぞれ異なる細胞毒性

プロフィルを示した。異なる細胞株におけ

るシリカナノ粒子の炎症誘発能は様々で

あり、毒性結果における特定の細胞タイプ

の役割が強調された。シリカナノ粒子

（12nm）が最も強力であり、粒子表面の酸

性度が細胞株全体の細胞毒性および炎症

誘発力と関連していることが確認された。

著者らは、乾燥状態の凝集体サイズや遷移

金属成分を含む他の SiNPs 特性との関連に

ついて、様々な物理化学的特性間の相互関

係を再理解する必要性を強調した。しかし、

ナノ粒子の物理化学的特性や生物学的マ

トリックスにおける相互作用は不均質で

あるため、すべての粒子をケースバイケー

スで試験し、in vivo の動物曝露試験を通じ

て的を絞った検証を行う必要があると述

べられていた。  
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【in vivo 試験による評価事例】  
2)-6.  Yoshida et al. （2011）14) の研究では、

雌の BALB/c マウスにオボアルブミン

（OVA）と様々な大きさのシリカ粒子

（30nm または 70nm のナノ粒子、および直

径 300nm または 1,000nm の従来のマイク

ロサイズの粒子）を経鼻曝露し、OVA 特異

的抗体の血漿中濃度を測定した。OVA とよ

り小さなナノシリカ粒子への経鼻曝露は、

OVA とより大きなシリカ粒子への曝露よ

りも、OVA 特異的免疫グロブリン IgE、IgG
および IgG1 抗体の高レベルを誘導する傾

向があった。OVA と nSP30 に曝露された

マウスの脾細胞は、OVA単独に曝露された

マウスよりも高レベルのTh2型サイトカイ

ンを分泌した。これらの結果を総合すると、

ナノシリカ粒子は in vivo でアレルゲン特

異的Th2型アレルギー免疫応答を誘導でき

ることが示された。パネルは、シリカ粒子

のみを投与した対照群がないことに注目

した。パネルはまた、OVA がナノ粒子に固

定されることにより、OVA の免疫原性が増

加し、樹状細胞による OVA の吸着と捕捉

が促進され、抗体応答が増加する可能性が

あることを指摘していた。  
 
2)-7.  Toda and Yoshino (2016) 15) は、粒径 
30 nm の 非 晶 質 シ リ カ  ナ ノ 粒 子

（Micromod Partikeltechnologie GmbH から

購入（粒子径の測定方法についての詳細は

不明）；5分間超音波破砕機で処理後、0.1、
1 または 10mg/マウスを 4 日間毎日経口投

与前にボルテックス処理）が、5 匹の

BALB/c雄マウス群に経口OVAで誘導され

た免疫学的無反応に及ぼす影響を評価し

た。OVA 特異的抗体の産生、OVA 応答脾

細胞の増殖、および T-ヘルパー (Th)-1、
Th2、および Th17 応答 （サイトカインお

よび IgG/IgE サブクラスの発現） に対す

る影響を評価した。 1 日あたり 1 および 10 
mg/マウスの用量で、シリカナノ粒子は

OVA耐性マウスの OVA 特異的 IgGレベル

を増加させ、OVA に応答して OVA免疫脾
細胞の増殖を誘導した（用量依存性）。 
nSP30 は、OVA 特異的 IgG1、IgE、および 
IgG2a の発現も増加させ、Th1 および Th2 
応答刺激も示した。インターフェロン 
IFN-c、IL-4、IL-5 (Th2)、および IL-17 (Th17) 
の発現も、ex vivo で OVA で刺激された脾

細胞内のシリカ ナノ粒子によって刺激さ

れた （用量依存性）。OVA による耐性の誘

導、抗 OVA IgG抗体の産生、および OVA
応答脾細胞の増殖は、OVA と併用したシ

リカナノ粒子によって阻害され、用量依存

性が認められた。シリカナノ粒子は、経口

寛容の誘導を妨げる可能性がある Th1 お

よび Th2 応答を強化した。 著者らによる

と、1 日あたり 10mg/マウスのシリカナノ

粒子は、OVA摂取によって誘導される経口

耐性を有意に阻害した。この用量は、70kg
の基準成人の場合、1 日あたり 30g のシリ

カナノ粒子に相当する。パネルは、この用

量は本意見書で推定された成人集団の曝

露量（それぞれ平均および 95 パーセンタ

イルの曝露量の 20 倍から 200 倍）よりも

はるかに高いことを指摘していた。  
パネルはまた、シリカナノ粒子がアジュバ

ントとワクチン送達媒体の両方として使

用される可能性が現在調査中であること

にも言及した。 
全体として、in vitro と in vivo の両方で、

シリカのいくつかのナノ粒子は、アジュバ

ント効果やキャリア効果を含むいくつか

の免疫調節効果を有するようであった。特

に、より小さな粒子は、オボアルブミンと

同時に（鼻腔内に）投与した場合、脾細胞

による 2型サイトカインの産生と特異的抗

体の血漿中濃度を増加させた。パネルは、
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食品添加物としての二酸化ケイ素のリス

クアセスメントに対するこれらの研究の

関連性は低いと指摘していた。これは、入

手可能な in vivo 試験のほとんどが気管内

または腹腔内投与で実施されており

（Morishige et al.）16)、食品添加物のリスク

評価には関連しない投与経路であること、

さらに粒子の大きさが食品添加物を代表

するものでないこと、最後に、投与用量が

通常非常に高く、食品添加物として使用さ

れる二酸化ケイ素の摂取によりヒトが受

ける可能性のある曝露量をはるかに超え

ているためであると述べられていた。 
 
３） EDTA第二鉄 Na17)  
EFSA 評価書には、EDTA第二鉄 Na の免疫

毒性に関する記載は認められなかった。  
 
４） 二酸化チタン（E171）18)  
【in vitro 試験による評価事例】 
4)-1.  新たに実施された E 171 の EOGRT
試験について、パネルは、全般的な毒性は

認められず、甲状腺や性ホルモンのレベル

にも影響はなく、雄ラットでも雌ラットで

も生殖機能や生殖能力にも影響はないと

結論づけた。さらに、出生前後の発育にも

影響は見られなかった。F1 子孫の神経機能

エンドポイントへの影響も観察されなか

った。免疫毒性に関しては、F1コホート 3
の雄動物のみに抗原誘発 IgM レベルのわ

ずかな減少（9％）が認められたが、統計的

に有意であり、明らかな用量反応関係は認

められなかった。しかし、EFSA パネルは、

EOGRT 試験のこの部分のデザインに方法

論的な欠点があることを指摘した。従って、

パネルは免疫毒性について結論づけるこ

とはできなかった。同試験のサテライト群

では、E171 を最高用量 1,000 mg/kg/day ま
で投与しても、結腸に ACF は誘発されな

かった。パネルは、試験された用量の範囲

において、（E 71 に含まれる）TiO2 ナノ粒

子への内部曝露の程度に不確実性がある

と考えた。  
 
4)-2.  Han et al. (2020a) 19)の試験（NSCス
コア 2）では、ラットに E 171 を 10、100 ま

たは 1,000 mg/kg/day で 90 日間曝露したと

ころ、最高用量で顆粒球マクロファージコ

ロニー刺激因子（GM-CSF）の血漿中濃度

が約 40％低下し、統計的に有意な減少が観

察された。このような中間的なエンドポイ

ントから副作用を予測するのは難しいが、

GM-CSF は造血に関与しており、免疫グロ

ブリン（Ig）M値の控えめだが統計的に有

意な減少（〜10％）を説明できるかもしれ

ない。 
 
4)-3.  Bettini et al. （2017）20) の試験（NSC
スコア 1）では、E 171の 1用量（10 mg/kg/day）
のみが試験され、炎症パラメータの増加が

観察された。これらの結果は、別の試験

（Blevins et al.、2019；NSCスコア 3）では、

試験された最高用量である 267 mg/kg/day
まで影響が認められなかった。しかし、パ

ネルは、Blevins et al.（2019）の研究が NSC
スコア 3 であることに留意した。 
パネルは、報告された E 171 の免疫系への

影響はばらつきがあると指摘した。E171 を

用いたある試験では影響が認められなか

ったが（Blevins et al., 2019; Riedle et al., 
2020）、一方で影響が認められた試験もあ

り、特に炎症プロセスを示すパラメータに

変動が認められた（Urrutia-Ortega et al., 
2016; Talamini et al., 2019）。 
 
５） 銀ナノ粒子 5)  
【in vitro 試験による評価事例】 
5)-1.  in vitro では、様々な大きさの Ag-NP
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が線維芽細胞とマクロファージ細胞株の

両方に対して細胞毒性を示し、20 nm の小

さい Ag-NP ほど毒性が強かった。L929 線
維芽細胞と RAW 264.7 マクロファージに

対して、代謝細胞活性を 20％低下させる有

効濃度（EC20）は、それぞれ 2.7μg/mL と

7μg /mL であった。RAW 264.7 マクロファ

ージでは、20 nm Ag-NP の EC20値はイオ

ン銀のそれと同様であったが、線維芽細胞

では、イオン銀（EC20 = 7.1 μg/mL）よりも

20 nm Ag-NP（EC20=2.8μg/mL）の方が代謝

活性に影響を与えた。マクロファージは、

LDH 放出の欠如によって示されるように、

膜損傷に対する感受性が低かったが、線維

芽細胞では明らかな膜損傷が認められた。

80nm と 113nm の大きな Ag-NPs は、イオ

ン銀と比較すると代謝活性を低下させる

効果は低かった。20nm の Ag-NP は RAW 
264.7 マクロファージに活性酸素を誘導し

た。RAW 264.7 マクロファージを試験した

すべてのサイズ（20 nm、80 nm、113 nm）

の Ag-NP に曝露した結果、さまざまな炎症

マーカーが放出されたが、その反応は IL-
1β と IL-10 の低増加（5倍未満）から顆粒

球コロニー刺激因子の高増加（500 倍超）

までさまざまであった。両細胞株への影響

を比較すると、マクロファージは Ag-NP 毒

性に最も敏感な細胞タイプではない可能

性が示された。別の研究では、Pratsinis et al.
（2013）21)が、より小さな Ag-NP が RAW 
264.7 マクロファージでより高い細胞毒性

を示すことを示した。Ag-NPsから放出され

たイオンと比較すると、小さい Ag-NPs
（10nm 超）ではイオンが細胞毒性を支配

したが、大きい Ag-NPs ではナノ粒子と細

胞の相互作用が細胞毒性を支配すること

がわかった。  
 
【in vivo 試験による評価事例】 

5)-2.  2 つの in vivo 28 日間反復用量毒性

試験では、免疫毒性が最も感受性の高いパ

ラメータとして示された。2 種類の異なる

サイズの Ag-NP（20 nm と 100 nm）を、

Wistar系ラット（雄雌）に静脈内投与した。

20 nm の Ag-NPs で、投与用量は 0.0082 
mg/kg/day から 6 mg/kg/day までであった。

100 nm の Ag-NP については、最高用量の

6 mg/kg/day のみが投与された。一般毒性お

よび免疫毒性は、最終投与から 1 日後に評

価した。投与最高用量 6 mg/kg/day は、動

物によく耐容された。しかしながら、20 nm
および 100 nm の Ag-NPs のいずれにおい

ても、投与中に成長遅延が観察された。体

重と胸腺の重量が減少し、肝臓と脾臓の重

量が増加した。胸腺と脾臓の影響はいずれ

も免疫毒性の可能性を示唆するものであ

る。この脾重量の増加は、T細胞数と B細
胞数の絶対的な増加によるもので、相対的

な細胞数は一定であった。Ag-NP の蓄積を

示す褐色および黒色の色素が、肝臓、脾臓、

リンパ節で病理組織学的に観察された。臨

床化学検査では肝障害（アルカリホスファ

ターゼ、アラニントランスアミナーゼ、ア

スパラギン酸トランスアミナーゼの増加）

が認められたが、病理組織検査では確認で

きなかった。血液学では、いくつかの赤血

球パラメータの低下がみられた。最も顕著

な毒性効果は、20 nm と 100 nm の Ag-NP
の両方で、高用量で脾臓の NK細胞活性が

ほぼ完全に抑制されたことであった。マイ

トジェン刺激した脾細胞に 20nm の Ag-NP
を処理したところ、コンカナバリン A刺激
後の IFN-γ と IL-10 産生の減少が認められ

たが、LPS刺激後には IL-6 と IL-10レベル

の低下と TNF-α産生が認められ、IL-1β産
生も増加した。100nmAg-NP処理後は、IL-
10産生のみが減少した。さらに、血清 IgM
抗体と IgE抗体の増加、血中好中性顆粒球



 

   45 

の増加が観察された。脾重量については、

0.37 mg/kg の臨界効果用量（CED）を設定

することができた。胸腺重量（CED05 
0.01mg/kg）と機能的免疫パラメータ、すな

わち NK細胞活性の低下（CED05 0.06mg/kg）
と脾細胞の LPS刺激（CED05 0.04mg/kg 体

重）については、対照動物と比較して 5％
の変化に対する最低 CED が観察された。

これらの結果から、ナノ銀の免疫系への影

響については、潜在的な有害反応に最も敏

感なパラメータがあることが示唆された。 
 
D. 考察 
「Nano-RA に関するガイダンス」は、現

時点では経口曝露後の高感受性個体にお

けるアレルギー反応誘発能を評価するた

めの、実験動物を用いた信頼性の高いデー

タや検証済みの研究が存在しない点を指

摘していた。しかしながら、ナノマテリア

ル自体が潜在的なアレルゲン（タンパク質、

ペプチドなど）であった場合、あるいは既

知のアレルゲン分子の残基を含んでいた

場合には、アレルゲン性評価において遺伝

子組み換え作物の評価に関する EFSAガイ

ダンスで示された原則を適用すべきであ

ると提言していた。 
さらに、当該ガイダンスは世界保健機関

（ WHO ）刊行 の Environmental Health 
Criteria 244（EHC244）にも引用されていた。

EHC244 においては、免疫毒性を示すパラ

メータは、少なくとも OECD の健康影響に

関する試験ガイドラインやその他の標準

化された試験ガイドラインに既に包含さ

れている観察項目を評価することによっ

て、ナノマテリアルのハザード評価に含め

るべきであるという、免疫毒性評価に関す

る一般的な合意が示されていた。 
 
E. 結論 

「Nano-RA に関するガイダンス」では、

段階的リスク評価の特定のステップに免

疫毒性評価を固定するのではなく、STEP2
から STEP4 の各段階で明らかになったナ

ノマテリアルの特性に応じて、追加の検討

を行う柔軟なアプローチが提案されてい

た。ナノマテリアルの免疫毒性では、ナノ

マテリアルが経口曝露後にアレルギー反

応を引き起こす可能性について評価を行

うための実験データや検証済みの研究が

不足しており、リスク評価については段階

的に進めるべきとしている。 
EHC244 は食物経由の免疫反応だけでな

く、呼吸器感作性、皮膚感作性等の幅広い

免疫反応に関する評価を取り扱っており、

食物経由の免疫毒性について特定の評価手

法を取り上げておらず、ナノマテリアルに

よる免疫毒性に関する有効なリスク評価の

枠組みは存在しないと結論付けていた。 
安全性試験においては、言及されたすべ

ての試験が特定の被験物質に適用可能とは

限らない点は明確である。探索的試験が多

数を占める現状において、リスクアセスメ

ントの目的にはヒトデータが最も適切であ

るが、その入手は困難であり、適切な曝露

評価を伴わないことが多い。動物データは

一定の有用性を示すものの、ヒトへの単純

な外挿は常に可能とは限らない上、動物実

験削減の趨勢も考慮する必要がある。加え

て、in vitro 試験は生体システムの複雑性を

十分に反映できない場合が多い。したがっ

て、ハザード評価に用いるべき試験法や採

用すべきリスク評価の枠組みに関する画一

的な指針は存在せず、最終的な決定は、試

験物質の特性とリスクアセスメントの具体

的な目的に照らして個別に行われるべきで

あると結論づける。 
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験代替法学会 第37回大会 (2024.11.30, 
栃木) 

4. 大野彰子, 沖山佳生, 山城真輝, 飯島一

智, 足利太可雄：ナノマテリアルの免疫

毒性評価系におけるin vitro h-CLAT 試
験法の有用性, 日本動物実験代替法学会 
第37回大会 (2024.11.30,栃木) 

5. 石橋直樹, 大野彰子, 足利太可雄, 飯島
一智：気管支モデルとの共培養系を用

いた各種シリカナノ粒子の THP-1細胞
活性化能の評価と活性化メカニズムの

解析, 日本動物実験代替法学会 第37回
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大会 (2024.11.30, 栃木) 
6. 荒井りおん, 大野彰子, 足利太可雄, 飯
島一智：ナノマテリアル吸入毒性試験

法の開発に向けた、各種シリカナノ粒

子曝露によるTHP-1細胞活性化のメカニ

ズム解析と新規評価指標候補遺伝子の

発現解析, 日本動物実験代替法学会 第
37回大会 (2024.11.30, 栃木) 

7. 坂本玲奈, 山城真輝, 大野彰子, 足利太
可雄, 飯島一智：気管支モデル／THP-1
細胞共培養系を用いた酸化亜鉛ナノ粒

子の免疫細胞活性化能の評価, 日本動物

実験代替法学会 第37回大会 
(2024.11.30, 栃木) 

8. 石ケ守里加子, 今井正彦, 大野彰子, 戸
塚ゆ加里：マウス肝臓オルガノイドを

用いたアドバンストマテリアルの毒性

評価, 日本環境変異原ゲノム学会 第53
回大会 (2024.12.7, 岡山) 

9. Akiko Ohno, Yoshio Okiyama, Maki 
Yamashiro, Kazutoshi Iijima, Akihiko 

Hirose, Takao Ashikaga, Usefulness of 
Evaluation System for Activation Potential 
of Various Nanoparticles Using Monocytic 
Cell Line THP-1 and Prediction of Toxicity、
SOT 64th Annual Meeting (2025.3.18) 

10. 大野彰子, 動物実験代替法に向けた化学

物質の安全性評価手法の開発と国際動

向, 日本薬学会第145年会 (2025.3.28) 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
1. 特許取得 
特になし 
2. 実用新案登録 
特になし 
3. その他 
特になし 
 
 
 

 
  


