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Abstract Developments in nanotechnology have fostered the widespread use of a diverse array of nano-

materials such as nanosilicas and carbon nanotubes. Nanomaterials are already being used in electronics,

sunscreens, cosmetics, and medicines, because they have unique physicochemical properties, such as conduc-

tivity, strength, durability, and chemical reactivity. The advent of nanomaterials has also provided extra-

ordinary opportunities for biomedical applications. However, the increasing use of nanomaterials has raised

public concern about their potential risks to human health. In particular, recent reports have indicated that

carbon nanotubes induce severe inflammation and mesothelioma-like lesions in mice. In this regard, we have

attempted to elucidate the pharmacodynamics and safety of nanomaterials in order to develop novel, safe

nanomaterials and to establish scientifically based regulations. In this review, we introduce our data on the

safety of nanosilicas, particularly the relationships among their physical properties (predominant grain size,

configuration, and surface charge), pharmacodynamics, and safety. Our study will help to improve the

quality of human life by establishing standards for the safe use of nanomaterials.
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は じ め に

2000年 1月に，当時の米国クリントン大統領が「国家

ナノテクノロジー戦略」を発表し，大規模国家予算を投

資したことが一つの起爆剤となり，ナノマテリアルの開

発研究と生産，そして実用化が，国内外の産官学を問わ

ず，多くの領域（医療，情報，環境，エネルギーなど）

で急速に進展した。ナノマテリアルとは，少なくとも一

次元の大きさが 100 nm以下で製造された超微細材料と

定義されている。このナノマテリアルは，従来までのサ

ブミクロンサイズ以上（100 nm以上）の素材とは異なり，

サイズ減少に伴う組織浸透性の増大や電子反応性の増

大，重量あたりの表面積の増加などにより，抗酸化効果

や紫外線遮蔽効果といった有用機能が格段に向上してお

り，我々の生活の質的向上に革命を起こすものと注目さ

れている。そのため，種々の産業で夢の新素材になるも

のと期待されており，医薬品・食品・化粧品領域では，

ナノシリカやナノ酸化チタン，フラーレン，白金ナノコ

ロイド，ナノシルバーなどが，必須素材として既に上市

されている（図1）。

一方で，ナノマテリアルの物性（サイズ，形状など）

に起因した革新的機能が逆に，二面性を呈してしまい，
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サブミクロンサイズ以上の従来型素材では観察されない

特徴的な毒性，所謂，ナノトックス（NanoTox）を発現し

てしまうことが世界的に懸念されている(1-3)。例えば，

今後の詳細な検証が必要ではあるものの，カーボンナノ

チューブや酸化チタンの発がん性・起炎性など，健康被

害を示唆する研究報告が相次いでいる(4-6)。そのため，

経済協力開発機構（OECD）と連携しつつ，欧米各国な

どはナノマテリアルの開発やその利用を規制しようとす

る動きを加速している。我が国でも，厚生労働省や経済

産業省，環境省，内閣府を中心にナノマテリアルの安全

性評価研究が今，まさにスタートしたところである。

以上の NanoTox研究を推進するうえで考慮すべき点

は，例えば医薬品・化粧品・食品の場合，老若男女・妊

婦・胎児・乳幼児・病人を問わず，あらゆる世代のヒト

が一生涯に渡って曝露され続けることにある。そのため，

ナノマテリアルがごく僅かでも体内に吸収され，長期に

渡って蓄積され続けると，安全性に大きな問題を招きか

ねない。しかし，NanoTox研究の大部分はハザード評価

（毒性の有無）に偏重しているのが現状であり，肝心な

“体内吸収性や体内／細胞内動態に関する情報”は，世界

的に欠乏している。これは，従来までのサブミクロンサ

イズ以上の素材で積み重ねられてきた知見に基づき，ナ

ノマテリアルの場合でも曝露されても吸収される筈がな

いだろうという誤った認識にも大きく影響されている。

即ち，このままでは，ナノマテリアルの体内吸収性／体

内動態に関する検討がなされぬまま，科学的根拠に乏し

い無闇な使用規制が施行されてしまい，ナノマテリアル

の有用性を享受した豊かな社会の構築や産業発展が阻害

されてしまいかねない。従って，知財技術立国を目指す

我が国としては，ナノマテリアルの開発・実用化を闇雲

に規制するのではなく，ナノテクノロジーの恩恵を社会

が最大限に享受できるよう，ナノ産業の育成や発展を強

力に支援しつつ，一方で責任ある先進国，そして健康立

国として，ナノマテリアルの安全性を高度に保障し，ヒ

トの健康環境を確保していかねばならない。すなわち，

ナノマテリアルを活用した豊かな社会の構築のために

も，今こそ，どの程度我々はナノマテリアルに曝露され

ているのかといった曝露実態の解明や，生体内に取り込

まれたナノマテリアルがどの程度組織に分布するのかと

いった定量的な体内動態評価，さらに，健康影響に及ぼ

す閾値追求など詳細な安全性評価が待望されている。

以上の背景を踏まえて我々は，安全なナノマテリアル

の創製に向けた基盤情報の収集，使用指針の策定に向

け，ナノマテリアルの物性・体内動態・安全性の 3者連

関を解析することで，健康影響発現に及ぼす閾値の追求・

安全なナノマテリアルの設計指針の構築を図ってきた

(6-11)。本稿では，我々の取り組みの中から，最も汎用

されているナノマテリアルの一つである非晶質ナノシリ

カの安全性確保研究（我々は，安全なナノマテリアルの

開発研究を推進する視点から NanoTox 研究ではなく，

Nano-Safety Science研究と呼んでいる）について，体内・

細胞内動態解析と免疫毒性評価に焦点をあて紹介させて

頂き，各方面の先生方からご意見・ご批判を仰ぎたい。

非晶質ナノシリカの物性と経皮吸収性との連関評価

非晶質ナノシリカの用途は非常に幅広く，日焼け止め

やファンデーションなどの化粧品基材，歯磨き粉や歯の

充填剤，食品の固結防止・流動化剤などの食品添加物と

して利用されている。また，非晶質ナノシリカは食品中

に最大 2％，化粧品におおよそ 20％程度が配合されてお

り，既に我々の生活に必須となっている。さらに近年で

は，非晶質ナノシリカのサイズダウンや分散性を向上す

る技術の開発が加速度的に進展しており，直径が2.5 nm

程度のもの（所謂，サブナノサイズ）までも開発されつ

つあり，その使用量・適用範囲は増加の一途を辿ってい

る。従って，非晶質ナノシリカの環境中への流出や廃棄，

非晶質ナノシリカ含有製品の使用により，生体が経口，

経肺，経皮など，様々な経路で非晶質ナノシリカに，意

図的・非意図的な曝露を受ける機会が今後ますます増大

していくことは想像に難くない。一方で，その安全性に

関する検討は，他のナノマテリアルに比べて圧倒的に遅

れているのが現状である。欧州化学物質生態毒性・毒性

センターによれば，サブミクロンサイズ以上の非晶質シ

図1　主なナノマテリアルの生産量と用途。経済産業省のホームページから一部改変して転載。
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リカ（一次粒径は 100 nm以下であっても，凝集体とし

て，サブミクロンサイズ以上になる非晶質ナノシリカを

含む）の安全性に問題は無いと報告されている(12)。し

かし，この報告は，昨今の分散性に優れた100 nm以下の

非晶質ナノシリカの安全性を保証するものではない。特

に，100 nm以下の分散性の高い素材に関しては，体内に

吸収される可能性が世界的に懸念されており，この点に

関する検討が急務となっている。

そこで本研究では，まず，分散性が極めて高い非晶質

シリカを用いて，経皮吸収性・体内動態と粒子サイズと

の連関を検討した。本研究では，一次粒径が 70 nmの非

晶質ナノシリカ（nSP70）及び，粒子径 300 nm，1,000 nm

の従来型非晶質シリカ（nSP300，mSP1000）を実験に用

いた（現在は，30 nm，50 nmの非晶質ナノシリカやサブ

ナノサイズのものも使用しているが，これらに関しては

今後報告させて頂く）。図 2に非晶質シリカの透過型電

子顕微鏡（TEM）写真を示す。いずれの粒子も非常に滑

らかな形状をした粒子であり，一次／二次粒子径もカタ

ログ値とほぼ同等であった。続いて，nSP70，nSP300，

mSP1000をマウス耳介に塗布した際の経皮吸収性を評価

した。各非晶質シリカをマウスに 5日間あるいは28日間

連続経皮塗布し，投与局所および所属リンパ節，主要組

織への移行を TEMにより観察した。その結果，nSP70が

角質層を通過して表皮や真皮層にまで到達し，さらに，

所属リンパ節・脾臓や脳内にまで移行することが明らか

となった。特に，リンパ節・脾臓では，リンパ球や貪食

細胞であるマクロファージに多く取り込まれることが判

明した。なお，従来までのサブミクロンサイズ以上の非

晶質シリカである nSP300 や mSP1000 は，表皮層にすら

到達しないこと（即ち，高度に安全であること）を確認

している。現在は，経口・経鼻・経肺曝露により，nSP70

が投与部位の免疫担当細胞に多く取り込まれるだけでな

く，生体内にも吸収されることを明らかとしつつあり，

今後より詳細な体内動態を明らかにできるものと考えて

いる。

そこで次に，各非晶質シリカをマウス尾静脈より投与

し，非晶質ナノシリカが全身循環した際の動態および生

体影響を評価した。まず，種々の粒子径の非晶質シリカ

の体内動態を蛍光イメージングならびに TEM解析によ

り評価したところ，nSP300 と mSP1000 は胆嚢に局在す

る一方で，nSP70 は肝臓全体へ速やかに分布することが

明らかとなった（図 3）。また，nSP300 と mSP1000 は肝

実質細胞には殆ど移行しないにも関わらず，nSP70 は肝

実質細胞へ移行し，最終的に核内にまで到達すること

が判明した。続いて，各非晶質シリカを 2mg/headで

尾静脈内投与した際の急性毒性を評価した。nSP300 や

mSP1000を静脈内投与したマウスにおいては急性毒性や

肝毒性は全く認められなかったのに対して，nSP70 投与

マウスは投与後12時間以内に全例が死亡した。また，こ

れらのマウスから回収した血液中の肝障害マーカーを測

定したところ，100 nmを閾値に粒子サイズの減少により

著しい ASTや ALTの産生上昇が認められた。これらの

結果を重ね合わせると，急性毒性や肝障害性といった生

体影響の違いは，非晶質ナノシリカの体内分布特性の差

異に起因するものと考えられた。これまで，非晶質ナノ

シリカが経皮塗布後に体内吸収性や脳内蓄積性を示すと

いった報告は世界的に見ても皆無である。非晶質ナノシ

リカが非常に強固な皮膚角質バリアを通過して生体内に

移行し，さらに脳をはじめとする各臓器に到達するとい

う事実は非常に興味深く，少なくともこれらの事実は，

直径 100 nm以下の非晶質ナノシリカがサブミクロンサ

イズの非晶質シリカとは異なる体内／細胞内動態特性を

図 2　非晶質シリカの電子顕微鏡写真。（A and

B）直径70 nmのシリカ（nSP70）,（C and D）直

径 300 nm のシリカ（nSP300）,（E and F）直径

1,000 nmのシリカ（mSP1000）。
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発揮する可能性を示している。現在，我々は，安全性評

価において最も重要な経皮吸収量（曝露量）の評価を進

めると共に，皮膚透過機構の解析や皮膚局所における安

全性評価を推進している。

非晶質ナノシリカの細胞内動態と安全性との連関追求

ここまでの検討結果から，直径 100 nm以下の非晶質ナ

ノシリカがサブミクロンサイズの従来素材とは異なる動

態特性を発揮し，ナノマテリアルの動態情報を基盤とし

た安全性評価が重要であることを明らかにした。そこで

次に，非晶質ナノシリカの細胞内動態特性と安全性の連

関解析を試みた。まず，ヒト皮膚角化細胞株（HaCaT細

胞）を用いて，非晶質ナノシリカの細胞内局在を解析し

た。HaCaT細胞に各粒子サイズの非晶質シリカを添加

し，24 時間後の細胞を TEM で観察した。 その結果，

nSP300あるいはmSP1000作用群では，各シリカが細胞内

に侵入した像が認められ，特にmSP1000作用群において

は細菌感染時と同様のリソソーム小胞の過形成を認め

た。それに対して，nSP70は細胞内に侵入するばかりか，

核膜を透過して核内に侵入していた。これらの事実は，

直径が 100 nm以下のナノマテリアルが従来までのマイ

クロメートルサイズのマテリアルとは異なる細胞内動態

特性を示すことを裏付けている。即ち，ナノマテリアル

の安全性を確保するに当たっては，細胞内取り込み経路

や細胞内オルガネラへの到達性，およびその機構などの

細胞内動態に関して精査し，それらの情報を基盤とした

安全性評価が必須であると考えられる。特に今回使用し

た非晶質ナノシリカの場合は，核内移行特性を反映した

遺伝子や核機能に対する影響の評価が必要であると考え

られた。そこで，コメットアッセイにより，非晶質シリ

カ処理によるDNA損傷の有無を検討したところ，nSP70

作用群においてのみ強力なDNA損傷効果が認められた。

これらの結果は，非晶質ナノシリカが粒子径の減少を反

映して細胞傷害や DNA損傷を誘発し，発がんリスクを

増大させ得ることを示している。今後は，nSP70 の核内

移行性と DNA損傷との因果関係を精査すると共に，発

がん性試験などを検討する必要があると考えられる。

非晶質ナノシリカの起炎性評価および

炎症惹起メカニズムの解明

これまでに，生体に取り込まれた粒子状異物排除の根

幹を担う免疫担当細胞が，ナノマテリアルを異物として

認識した際に，過剰反応や機能不全を起こす可能性が報

告されており(6,13)，ナノマテリアルが未知の免疫撹乱

作用を呈する危険性が指摘されている (14)。これらは，

ナノマテリアルへの長期・多量曝露が，炎症性疾患や自

己免疫疾患，あるいは感染症罹患率の増大など，予期せ

ぬ毒性を引き起こす可能性を示している。我々はこれま

でに，サブミクロンサイズの非晶質シリカが，細胞にエ

ンドサイトーシスで取り込まれた後，活性酸素の産生を

誘発し，活性酸素がリソソームを破壊することでカテプ

シンBを細胞質に流出させ，インフラマソームの活性化

を誘導することで炎症を惹起することを明らかとしてい

る(15)。しかし，ナノメートルサイズの非晶質ナノシリ

カの起炎性については，世界的にも明らかとなっていな

い。さらに上述したように，nSP70 のみ経皮吸収性を有

し，その後，リンパ節・脾臓のリンパ球や貪食細胞であ

るマクロファージに多く取り込まれることを明らかとし

ていることからも，nSP70 の免疫機能への影響評価は最

優先課題と考えられる。

そこで，粒子径の異なる非晶質シリカの起炎性につい

て，マウスを用いて比較検討した。各粒子径の非晶質シ

図 3　nSP70 の体内動態解析。DY676 で標識した nSP70（7×1010個）を BALB/cマウス（雌，8週齢）の尾静脈内より投与した。投

与 24 時間後に Xenogen IVIS 200 を用いて nSP70 の局在を蛍光イメージングにより解析した（A）。また，同様に nSP70 を投与したマ

ウスから肝臓を回収し，電子顕微鏡を用いて nSP70の肝臓内局在を観察した（B）。
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リカをマウス腹腔内へと投与し，24時間後における腹腔

内の総細胞数を起炎性の指標として評価した。その結果，

nSP300，mSP1000投与群では細胞数の増大はほとんど観

察されなかったのに対して，nSP70 投与群においては，

有意な細胞浸潤数の増大が認められるなど，非晶質ナノ

シリカは強い起炎性を有する可能性が示された。さらに，

各非晶質シリカ投与 2 時間後における腹腔内のサイトカ

イン産生パターンを解析した結果，nSP70 投与群では，

炎症性サイトカインやケモカインの産生が認められた。

以上の結果より，非晶質シリカは粒子径の減少に従って

起炎性が上昇することが明らかとなった。しかし，本結

果はあくまでも腹腔内への大量投与による検討であるた

め，今後，曝露実態を考慮した投与ルートや投与量での

検討，更には閾値の解明が必須であると考えられる。

粒子状物質が生体内に取り込まれた場合，まず貪食細

胞であるマクロファージに認識されることで免疫応答が

誘導される。そこで，代表的なマウスマクロファージ細

胞株であるRAW264.7細胞を用いて，非晶質シリカの起

炎性を in vitroで評価した。RAW264.7細胞に各非晶質シ

リカを作用させ，培養上清中に産生される腫瘍壊死因子

（TNFα）量を ELISAにより評価した。その結果，nSP300，

mSP1000作用群における TNFαの産生量は未処理群とほ

ぼ同程度であったのに対し，nSP70 作用群では有意な

TNFαの産生亢進が観察された。本結果より，nSP70はマ

クロファージからの TNFαなど炎症性サイトカインの産

生を誘導することで，炎症を惹起する可能性が示された。

次に，非晶質ナノシリカによる TNFαの産生誘導メカ

ニズムを解析した。細胞が外部からのストレスやサイト

カイン刺激を受けると，MAPKファミリーである p38，

c-jun N-terminal kinase（JNK）及び Extracellular Signal-

regulated Kinase 1/2（ERK1/2）がリン酸化を受けて活性

化し，炎症応答や細胞分化，細胞死など，多様な細胞応

答に関わるシグナルを伝達することが知られている。そ

こで，RAW264.7細胞に各粒子径の非晶質シリカを作用

させ，各MAPKの活性化を評価した。その結果，nSP300，

mSP1000は，いずれのMAPKも活性化しなかったのに対

して，nSP70は全てのMAPKを強く活性化することが明

らかとなった。次に，各MAPK阻害剤存在下で，nSP70

をRAW264.7細胞に添加し，TNFαの産生量を ELISAに

より評価した。その結果，nSP70単独で作用させた場合，

有意な TNFαの産生上昇が認められたのに対し，いずれ

のMAPK阻害剤作用条件下においても，nSP70 による

TNFαの産生は未処理群と同程度にまで抑制された。本結

果は，nSP70が p38，JNK，ERK1/2全ての活性化を介し

てTNFαの産生を誘導することを示すものである（図4）。

起炎性の少ない安全なナノマテリアル開発に向けた

取り組み

次に，起炎性の少ない非晶質ナノシリカの開発に向け

た基礎情報の集積を目的に，非晶質ナノシリカの表面修

飾がその起炎性に与える影響を検討した。本検討では，

nSP70 の表面をカルボキシル基で修飾した nSP70-Cを用

いて起炎性を評価した。まず，RAW264.7細胞を用いて，

nSP70及び nSP70-CのTNFα産生誘導能を比較した。その

結果，nSP70作用群では TNFαの産生量が増加するのに

対し，nSP70-C作用群では全く増加が認められなかった。

また，RAW264.7細胞におけるMAPKの活性化を評価し

た結果，nSP70作用群では，全てのMAPKが活性化され

るのに対して，nSP70-C作用群ではいずれのMAPKの活

性化も認められなかった。従って，nSP70 はカルボキシ

ル基修飾によって，MAPKの活性化が強く抑えられた結

果，TNFαの産生が大幅に減弱した可能性が示された。さ

らに，nSP70及び nSP70-Cをマウス腹腔内に投与し，腹

腔内の総細胞数を指標に起炎性を評価した。その結果，

nSP70 投与群で腹腔内総細胞数が顕著に上昇するのに対

し，nSP70-C投与群は細胞数の上昇はほとんど認められ

ず，未処理群との有意な差は観察されなかった。以上の

結果より，nSP70 の有する起炎性は，表面のカルボキシ

ル基修飾によって抑制可能であることが判明した。

終 わ り に

現在，ナノマテリアルの生体影響に関する詳細な情報

を可能な限り早急に収集する必要性が世界的に叫ばれて

おり，OECDでは，2006年から「工業ナノ材料作業部会」

を設置し，安全性に対する論議を精力的に進めている。

その一方で，ナノマテリアルは人類のQOL向上に必須の

新素材になる可能性を秘めているため，安全性に関する

データが不十分なまま施行された無闇な規制によって，

ナノマテリアルの社会受容が阻害され，ひいてはナノマ

テリアルによって得られるべき恩恵を闇に葬ることだけ

は避けねばならない。さらに，種々ナノマテリアル配合

製品が既に実用化・販売され，ナノマテリアルの人体曝

露を避け得ない現状では，危険性のみを闇雲に指摘する

図4　非晶質ナノシリカの起炎性惹起メカニズムの模式図
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だけでは社会的混乱を招いてしまう。従って，今後，ナ

ノマテリアルが社会から受容され，人類の豊かな暮らし

に貢献するためには，適切なリスクマネジメントの実施

によって安全性を確保した上で，そのメリットを最大限

に享受することが重要である。本研究では，非晶質ナノ

シリカの皮膚吸収性・体内動態を明らかとした上で，粒

子径と急性毒性・起炎性の連関を評価とした。さらに，

最も重要なことであるが，適切な物性制御により起炎性

を低減可能であることを明らかとした。すなわち，本研

究は，単なるナノマテリアルの毒性研究（NanoTox研究）

を目的としたものでなく，いかにして安全で安心，かつ

有用なナノマテリアルを開発・実用化していくのかを視

野にいれたナノマテリアルの安全科学研究（Nano-Safety

Science研究）を実施したものである。今回は紙面の都合

上，割愛させて頂いたが，我々は本項で紹介した検討

に加えて，経肺／経口曝露時の体内吸収性・体内動態

の解析や，脳神経／免疫／生殖発生学的な Nano-Safety

Science研究を推進しており，既に多くの興味深い知見を

得つつある。今後は，ナノマテリアルの曝露実態の解明，

定量的な体内動態評価や健康影響に及ぼす閾値追求など

詳細な安全性評価を推進するとともに，安全かつ有効な

ナノマテリアルの開発・実用化支援をより強力に推進す

ることが必要不可欠と考えられる。本稿では紙面の都合

上，我々の知見の一例のみ紹介させて頂いたが，これら

Nano-Safety Science研究が，今後のより安全なナノマテリ

アルの創製・社会還元に繋がり，科学的根拠に基づいた

情報発信・リスクコミュニケーションにより，リスクリ

テラシーが高まり，安全で安心な社会の構築などに貢献

し得るものと期待している。
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