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緒論

近年のナノテクノロジーの発展に伴い、素材の大きさが100nm以 下のナノサイズ に制御

されたナノマテリアル、および10nm以 下に制御 されたサブナ ノマテ リアルの開発が急速に

進展 している。これらサブナノ素材を含むナノマテ リアルは、その粒子径の減少に伴い、電

気的 ・磁気的 ・光学的特性や組織浸透性などといった点において、従来までのサブミクロン

サイズ(数 百nm一 数 μm)以 上の素材 とは異なる特徴的な機能を有する。これらナノマテ リ

アル特有の機能を生か し、既に様々な産業領域 において、ナノマテ リアルを配合 した数多く

の製品が実用化 ・上市されている(ヱー5)。例えば、化粧品/香 粧 品産業 においては、粒子径の

微小化により得られる使用感や紫外線遮蔽能の向上といった利点から、非晶質ナノシリカや

ナノ酸化チタン、フラーレンが多くの製品に含有されている。化粧品/香粧品産業以外 におい

ても、 白金ナ ノコロイ ド、ナノシルバー、カーボンナノチューブといった様々なナノマテリ

アルが医薬品 ・食品 ・工業製品として既に上市されるなど、ナノマテリアルは、化粧品 ・食

品 ・医薬品から電子部品に至る、あらゆる産業において革命を起こし得る夢の素材として期

待されている。米国では2000年 当時の大統領である ビル ・ク リン トン氏が、「国家ナノテク

ノロジー戦略(NationalNanotechnologyInitiative)」 を宣言 し、32億 ドルにも及ぶ大規模

な国家予算 を投資したことからも、ナノマテリアル産業の発展に対する今後の期待の大きさ

が伺える。これらの世界的情勢を背景に、ナノマテ リアル産業の世界市場は現在でも急成長

を遂げており、今やナノマテリアル は、世界経済の牽引役として人類に多大な恩恵をもたら

す存在 になりつつある。このような状況のもと、昨今の国民の健康、および食品 ・香粧品へ

の安全 ・安心の希求も相俟って、ナノマテ リアルの安全性への関心が高まっている。すなわ

ち、ナノマテ リアルの安全 ・安心な製造 と使用に向けた、ナノマテリアルの安全性を保証す

るガイ ドライン策定が待望されている。一方で、例えば、現在の化審法をナノマテリアルの

規制に適用すると、ナノマテリアルを構成する化学物質の構造式のみで規制がなされる可能

性もあり、粒子径、形状、表面性状、蛋白結合性、分散/凝 集状態な ど、ナ ノマデ リアルなら

で はの物性 ・品質を管理、保証できない。従って、ナノマテリアルの安全性ガイ ドラインの

策定にあたっては、ナノマテリアル特有の物性 ・品質を十分に考慮 したうえで、ナノマデ リ

アルの安全性情報を収集することが必要である。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、まさに始まったところである。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
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全性を高度に保障し、ヒトの健康環境を確保 してい力、ねばならない。

一般的に化学物質の リスク(起 こりうる有害事象)は 、八ザー ド(潜 在的な有害性)と 曝

露量の積算 と して定義 される。すなわち、いかに重篤な八ザー ドを有する化学物質について

も、曝露がゼロであれば、その リスクはゼ囗と考察される。すなわち、ナノマテ リアルの安

全性評価においても、まずナノマテ リアルを曝露した場合、どの経路からどのくらい曝露さ

れ、体内に吸収されるのかを、正確に把握する必要がある。しか し、ナノマテリアルの安全

性評価研究の現状は、ナノマテ リアルの曝露状況(製 品 に含有 されている素材 の情報や実際

の含有量、ヒトの摂取量など)が 不明瞭なこともあ り、 リス ク解析に必須となる曝露量を初

めとした、体内吸収性や体内動態などの曝露実態情報の収集は大きく立ち遅れている。この

まま、リスク解析 ・評価の基盤となるナノマテリアルの体内吸収性/生 体 内動態 に関する検討

がな されず に、八ザー ド情報のみを頼りにナノマテリアルの安全性を判断してしまうと、適

切な量 ・経路で使用すれば安全であるはずのナノマテリアルでさえも、ヒトにとって有害で

あると見な して しまう可能性がある。ひいては、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の阻害にまで繋がりかねない。従って、今後のナノマテリアルの安全

性研究には、実際の曝露経路を加味 し、体内に吸収されるか否かをまず判別することが必要

不可欠である。もし吸収されるのであれば、体内動態 ・蓄積性 ・排泄経路を含めたADME情

報を正確 に把握 し、本情報を基 にナノマテリアルが到達する組織を対象 として、一般毒性、

および遺伝毒性や免疫毒性 といった特殊毒性まで、invivoレiinvitroを 含めて多角的な視点か

ら八ザー ド情報を収集する必要がある。これら曝露実態情報と八ザー ド情報について、ナノ

マテ リアル特有の物性 ・品質(粒 子径 ・形状 ・表面性状 ・蛋白結合性 ・分散/凝 集状態)と の

連 関を精査 することが、ナ ノマテ リアルの安全性評価に直結すると考えられる。そして、本

情報をもとに、ナノマテ リアルのNOAEL(最 大無毒性量)やADI(1日 許容摂取量)を 設定

することが、ナ ノマテ リアルの安全性ガイ ドラインの策定に直結するであろう。加えて、単

にリスク管理に当てはめて危険性が疑われるナノマテリアルを規制するのではな く、安全な

ものに仕立てあげ、有効活用に繋げていくための情報として活用することが、何よりも重要

であろう。

本観点から筆者らのグループでは、ヒトの健康確保を第一義的な目的とし、ナノマテリア

ルの安全性情報の収集を目的としたNano-SafetyScience(ナ ノ安全科学)研 究 と、安全な

ナノマテ リアルの開発 とその支援を推し進めるNano-SafetyDesign(ナ ノ最適デザイン)

研究を両輪 と した、独 自のナノ安全性評価研究を推進 している(6-35)。 本論文では、ナノマ

テ リアル の中で、筆者らの生活に最も浸透 している非晶質ナノシリカの安全性を、経皮/口 腔

曝露を想定 し、独 自のナノ安全科学的観点から解析 した。特に、オーラルケア製品に、多く
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のナノマテ リアルが含有されているものの、口腔毒性に着目した研究は皆無に等 しいことか

ら、本取組は、パイ囗ッ ト研究として意義あるものと考えた。今後のさらなる情報蓄積が必

須であるものの、ナノマテリアルの安全性確保のみならず、将来に渡ってナノマテリアルと

共存し、社会受容の促進させるためのSustainableNanotechnologyに 、今後 、資する有用

な知見を得たので、ここに博士論文として纏めた次第である。
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本 論

第 一 節 非 晶 質 ナ ノ シ リカ の 安 全 な 経 皮 適 用 に 向 け た 基 礎 的検 討

非晶質ナノシリカ(以 降、ナノシリカと表記)を 含め、多 くのナノマテ リアルが様々な製品

に含有され、筆者らの生活に深く浸透している。その一方で、ナノマテリアルの画期的機能が

逆に、未知の生体影響を誘発する可能性が懸念され始めている。例えば、カーボンナノチュー

ブが、マウスモデルにおいてアスベス トと同様に悪性中皮腫を誘発する可能性や、ナノ酸化チ

タンを経鼻曝露 したマウス脳内で酸化ス トレス応答が誘発される可能性など、各種ナノマテ リ

アルによる生体影響に関して多くの報告がなされている(36,37)。 この ように、ナ ノマチ リア

ルの八ザー ドに関する報告は集積されつつあるものの、ナノマテ リアルの安全性評価において

重要な体内吸収性や体内動態などの曝露実態ついての情報は乏しいのが現状である。ナノシリ

カは、数あるナノマテリアルの中でも、印刷機の トナーなどに使用されているカーボンブラッ

クに次いで使用量が多いナノマテ リアルであり、国内生産量は約20000ト ン、世界での年 間

生産量 は1メ ガ トン以上であ り、その市場規模は3億1400万 ドル にも及ぶ。ナ ノシ リカは、

粒子径を微小化するに伴い、使用感や透明性、吸湿性の向上など、香粧品の有用性を格段に向

上させる機能を付与することができるため、日焼け止めやファンデーションやクリーム、乳液

などに約20%程 度配合 されてお り、生体 内の曝露量は極めて高いことが予想される。一方で

安全性に関しては、2006年 の欧州化学物質生態毒性 ・毒性センターによる報告では、従来ま

でのサブミクロンサイズ以上の非晶質シリカ(以 降、従来型シ リカと表 記)は 、体 内に吸収さ

れな いことを根拠 に、安全性に問題は無いとされている。 し力、し、ナノマチ リアルの動態特

性を考慮せずに、サブミクロンサイズの従来型シリカに関する知見だけでは、ナノシリカの安

全性を十分に確保できているとは言い難い。つま り、ナノシリカが香粧品や食品として ヒトへ

常に曝露されている点を加味すると、ナノシリカは数あるナノマテリアルの中で、最も安全性

評価が急がれている素材であるといえる。そこで本節ではまず、実験グレー ドのナノシリカを

用いて、経皮曝露後の皮膚組織における局在を評価することで、ナノマテリアルのリスク解析

に必須の曝露実態情報の収集を図った。
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【実 験材 料 と方 法 】

非 晶質 シ リ力

本 検 討 で は 、 各種 蛍 光色 素標 識 体 ・表 面 修 飾 体 を 入 手 で き るMicromod社(Micromod

PartikeltechnologieGmbH,Germany)の 非 晶 質 シ リカ を用 い た 。100nm以 下 のナ ノシ リ

カ と して 、一 次 粒 子サ イズ が70nm(以 降 、nSP70と 表 記)の 蛍 光標 識 ナ ノシ リカ を 使用

し、対照 と して 、300nm、1000nm(以 降 、nSP300、mSP1000と 表 記)の サ ブ ミ ク ロン

サ イズ 以 上 の従 来 型 シ リカを 用 い た 。な お 、以 後 全 ての 検 討 にお い て 、使 用 直前 に各 粒 子 を

ULTRASONICCLEANERSINGLEFREQUENCY(ASONE,Osaka,Japan)で5分 間超 音

波処 理 し、 さ ら に1分 間ボ ルテ ック ス ミキ サ ーで 撹 拌 した後 、粒 子分 散液 の調製 を行 った 。

非 晶質 シ リカ の 皮 膚組 織 に お ける局 在 の解 析

BALB/cマ ウス(雌 性 、6週 齢)の 左 右 の 耳介 内側 にnSP70(25mg/mL)あ る い は超 純

水 を10ｵL/ear/dayで3日 間連 続塗 布 した 。最 終塗 布 力、ら24時 間後 に塗布 部 位の 皮 膚 を

摘 出 し、1mm角 にカ ッ トした後 、氷 冷 した2.5%グ ル タ ル アル デ ヒ ド中 で2時 間固 定 した 。

固定 液 を廃 棄 し、 冷1%四 酸化 オ ス ミウム 液 を加 え て氷 冷 しな が ら1時 間 振盪 した後 、固 定

を 行 った 。続 い て 、濃 度 の 異 な る エ タ ノ ール 中 で脱 水 した後 、酸 化 プ ロ ピ レン で置 換 し、

Epon-812樹 脂(TAABlaboratories,UK)で 包 埋 した。作 成 したサ ン プル ブ ロ ック をダ イ

ヤ モ ン ドナ イ フで 薄切 し、お よそ60nmの 超 薄 切 片 を作 製 した 。この超 薄 切切 片 を酢 酸 ウラ

ニル とク エ ン酸鉛 で 染 色 した。 そ の後 、常 法 に従 って超 薄 切片 を 作 製 し、 無染 色 あ る い は酢

酸 ウ ラニ ウム お よび ク エ ン酸鉛 の 二 重 電 子 染 色 を施 した後 に 、透 過 型 電 子 顕 微 鏡H-7650

(Transmissionelectronmicroscopy:丁EM;HITACHI,Tokyo,Japan)に て観 察 した 。

細胞 培 養

マ ウス ラ ンゲ ル 八 ンス 細 胞株(XS52細 胞)は マ ウスGM-CSF(2ng/mL)、10%マ ウ

ス皮 膚 由来 線 維芽 細 胞(NS47細 胞)培 養 上清 、10%非 働化 牛 胎 児血 清 、1%非 必須 ア ミ ノ

酸 、1%L一 グ ル タ ミ ン、1mMピ ル ビン酸 ナ トリウム 、1%2一 メル カ プ トエ タ ノ ール 、10mM

HEPES緩 衝 液 、1%抗 生物 質 を含 むRPMI-1640培 地(ナ カ ライ テス ク 、Kyoto、Japan)

を 用 いて 、37℃ 、5%CO2条 件 下 で培 養 した 。

非 晶質 シ リ力 添加 時の 活性 酸素 種(ReactiveOxygenSpecies:ROS)の 測定
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ROS量 の評 価 に は蛍 光 プ ロー ブで あ る2'7'-dichlorofluoresceindiacetate(DCFH。DA)

を用 い た 。DCFH-DAは 、細 胞 内 に お いてROSと 反 応 してDCFHと な り、蛍 光 を発 する 。3×104

個 のXS52細 胞 を96プ レー トに予め 播種 し、24時 間後 に種 々の濃 度 に調製 したnSP70、

nSP300、mSP1000を 添 加 した 。 各 シ リカ を 添 加 して3時 間 後 、phenolredfreeの

RPMI-1640培 地(ナ カ ライ テス ク 、Kyoto、]apan)で3回 洗 浄 操作 を行 い 、10NMに 調

製 したDCFH-DAを 含 有 したphenolredfreeのRPMI-1640培 地 を添 加 し、37℃ 、5%CO2

条 件 下 で培養 した 。30分 培 養後 、DCFHの 蛍 光 強度 を励 起 波 長485nm、 蛍 光波 長530nm

で蛍 光 プ レー トリーダ ーを用 いて測 定 した 。

統 計 解析

個 々の 実験 ご とに 、多 重 比 較検 定(Tukey法)を 行 う こ とに よ り、nSP70添 加 群 に対 す る

nSP300、mSP1000添 加 群 の 統 計 的有 意 差 を検 定 した 。な お 、解 析 ソ フ ト(エ ク セル 統 計

2008,SSRI,Japan)を 用 い 、統計 的有 意差 はp<0、05の 場 合 を有 意 で あ る と した 。
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【結果および考察】

本検討では、実験グレー ドの、1次 粒子径が70nmの ナ ノシ リカ(以 降、nSP70と 表 記)

お よび300nm、1000nmの 従来型 シリカ(以 降、nSP300、mSP1000と 表記)を 用 いた。

これ らシ リ力分散液 は、透過型電子顕微鏡(TEM)に よる観察によ り、粒子径の揃 った球状

の粒子であることを確認 している。また、動的光散乱法を用いて超純水で希釈した各シリ力

分散液の二次粒子径を測定したところ、いずれのシリカも単一の ピークとして検出され、そ

の平均粒子径は一次粒子径とほぼ同等であることも確認しているα3)。 まず、曝露情報を収

集するため に、nSP70を0.25mg/dayで マウス に3日 間経皮塗布 し、nSP70の 皮膚組織 に

お ける局在 を評価 した。なお、現在、化粧品中には約20%の 含量でナノシリカが含有されて

お り、本検討で用いた投与濃度はヒ トが1日 で曝露する量の約200倍 となる。3日 間連続で

nSP70を マウスの耳介部 に塗布 した後、塗布部位である耳介部、および塗布部位の所属 リン

パ節を回収 し、電子顕微鏡により観察した。TEM観 察の結果、表皮層 に存在する角化細胞内、

皮膚樹状細胞である表皮ランゲル八 ンス細胞内、神経や血管が豊富に存在する真皮層で

nSP70の 局在が観察 された(Fig.1)。 さらに、投与局所近傍の所属 リンパ節内や全身の主

要臓器である脳や肝臓にもnSP70の 局在が認められた。現在、nSP300、 およびmSP1000

についても解析を進めているが、その粒子径や皮膚組織の構造、従来までの報告を考慮する

と、これら従来型シリカが吸収される可能性は、極めて低いものと考えられる。本結果はあ

くまでも定性的な評価によるものであり、今後、体内吸収量の定量的な解析が必須であるが、

ナノシリカは生体内で最も強固な異物バ リアである皮膚を透過 し、脳や免疫組織に移行する

ことが明らかとなった。この事実は、ナノマテ リアルの経皮安全性評価においては、投与局

所のみならず、脳や肝臓を初めとした全身レベルでの安全性評価の必要性も示唆している。

特に、角化細胞や表皮ランゲル八ンス細胞などの皮膚の細胞は、生体防御機構の起点 として

働 く細胞群であることを加味すると、ナノシリカの経皮曝露後の八ザー ドを免疫学的観点か

ら解析することは必要不可欠であ り、既に筆者らのグループでは、ナノシリカの経皮吸収後

の免疫系への影響についての知見も見出している(IS.21.26)。 今後 、ナノシリカの免疫系

への影響 について分子レベルまで詳細に解析を進めることができれば、ナノシリカを経皮ワ

クチンといった新規ナノ医薬品として応用できる可能性もある。今後の安全なナノマテ リア

ルの開発 とその支援を推 し進めるNano-SafetyDesign(ナ ノ最適デザイン)研 究 にお いて、

この ようなベネ フィッ ト(有 効活用)の 観 点か らの解析も重要であろう。一方で、nSP70が

表皮のランゲル八 ンス細胞 内や、真皮層の細胞にまで局在 していた点に関して、その侵入経

路は未だ不明ではある。その点について、Mortensenら が興味深 い知見を報告 している。彼

らは、直径100nm以 下の量子 ドッ トの皮膚組織 内局在を解析 し、量子 ドッ トが毛包を介し
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て皮膚 内 に侵 入 す る可 能 性 を見 出 して いる(38)。 従 って 、ナ ノシ リカ に関 して も毛 包介 在 性

経 路 を含 め て 様 々な 視 点 か ら経 皮 吸収 メ 力 ニズ ム を詳 細 に解 析 して い く必要 が あ る 。

これ まで に筆者 ら は、 マ ウス ラ ンゲ ル八 ンス 細 胞株 で あ るXS52細 胞 を用 いた検 討 にお い

て 、nSP70がnSP300、mSP1000と 比 較 して 、 強 い細 胞傷 害 性 を示 す こ とを 明 らか と して

い る(6)。 ま た 、直 径 がサ ブ ミク ロ ンサイ ズ 以 上の 従来 型 シ リカ は 、細胞 質 内 にの み局 在 が 認

め られ たの に対 し、100nm以 下 のナ ノシ リカ は細 胞 質 の みな らず 、核 内 に まで移 行 する こ

とを明 らか と して い る(13)。 従 って 、Nano-SafetyDesign研 究 の観 点 か ら、 細胞 傷 害性 や

細胞 内 動態 な ど、ナ ノ シ リ力特 有 の細 胞 影 響 メ力 ニズ ム を 解 明 す る こ とは極 め て 重 要で あ る。

そ こで 筆者 は 、活性 酸 素 種(Reactiveoxygenspecies:ROS)産 生の 観点 力、ら、ナ ノ シ リ

カ がXS52細 胞 に及 ぼ す影 響 を評 価 した 。ROSは 、生 体 内 のエ ネ ル ギ ー代謝 や 感染 防御 過 程

にお いて発 生 する 一連 の 活 性分 子 種(02-、H202)で あ り、アポ トーシス やDNA損 傷 とい っ

た 多 くの細 胞 内ス トレス 応 答 に 関与 す る こ とが知 られ て いる(39)。 従 って 、ROS産 生 は 、ナ

ノシ リカ に よ る細胞 傷 害 性 誘発 メ 力 ニズ ム の1つ と予測 され る 。nSP70、nSP300、mSP1000

をXS52細 胞 に添加 し、3時 間後 のROS産 生量 をDCFH-DAを 用 いて測 定 した 。そ の結 果 、

全 ての シ リ力 添加 群 にお いて 、作 用 濃度 に依 存 したRos産 生 が 認 め られ た(Fig.2)。 特 に

nSP70添 加群 で は 、nSP300、mSP1000でROS産 生が 認 め られ な か っ た低 濃 度 添加 時 にお

いて も 、コ ン トロー ル群 と比 較 して約2倍 のROS産 生が 認 め られ て お り、従 来 型 シ リカ よ り

も高 いROS誘 導 能 を有 す る ことが 明 ら力、とな った 。nSP70がnSP300やmSP1000と 比 較

してROS産 生 を 誘導 した 要 因の1つ と して 、粒 子 径 の減 少 に伴 い比 表 面積 が増 大 し、細 胞 と

の 接触 頻度 が 増 加 した こ とが 考 え らえ る 。本 研 究 で用 い た シ リカ は、nSP70、nSP300お よ

びmSP1000の 比 表 面 積 はそれ ぞれ43、10、3m2/gで あ る こ とか ら、nSP70の 比 表 面 積 は

nSP300の 約4倍 、mSP1000の 約14倍 にもな る(12)。 今 後 は 、各 シ リカ の表 面 積 を 合 わ

せて 同様 の検 証を 実 施 す る ことで 、ROS産 生 とシ リカ の表 面 積 の 関連 を 評価 で き る と考 え て

い る 。ま た、 筆 者 らは これ まで に 、 ヒ ト皮 膚 角 化細 胞 を 用 い た検 討 にお いて 、 ナ ノ シ リカ に

よ るDNA損 傷 に は、ROS産 生が 関与 して い る こ とを 見 出 して い る(12)。 この 事 実 を踏 まえ

る と、貪 食 能 を 有 す る ラ ンゲル 八 ンス 細胞 にお いて も 同様 に、 エ ン ドサ イ トーシス によ る非

晶質 ナ ノ シ リカの 細 胞 内 取 り込 み を介 したROS産 生 によ り、DNA損 傷 な どの 細胞 毒 性 を誘

発 して い る こ とが 予想 され 、 これ が 細胞 傷 害 性 の発 現 につ な が る可 能性 を考 え て い る 。ROS

産 生 と細 胞応 答性 の 関係 につ いて 、未 だ不 明 な点 は多 くあ るが 、近 年 、ROS産 生 経路 の 一つ

で あ るNicotinamideadeninedinucleotidephosphate-oxidase(NADPHoxidase)が 、異

物 が細胞 内 に取 り込 まれ る 際 にエ ン ドソー ム膜 に リクル ー トされ 、ROS産 生 を通 じて 異 物の

除 去 に寄与 す る こ とが 明 らか とな って い る(40)。 例 え ば 、 アス ベ ス トや 結 晶性 シ リカ な どの
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微 粒 子状 の 異 物 が 炎症 を 引 き起 こす 際 に 、 これ ら微 粒 子 が細 胞 に侵 入 す る こ と によ り発現 す

るNADPHoxidaseの 関与 が報 告 され 、 これ らの 報 告 で はNADPHoxidaseか ら産 生 され た

ROSがNACHT,LRRandPYDdomains-containingprotein3(NALP3)を 活 性化 する こ と

が 明 らか と され て いる(41)。 以 上 の 点を 踏 まえ る と、ナ ノマテ リアル によ る細胞 影 響 の メ力

ニ ズム を 解 明 す る にあ た って は 、ROS産 生 と細胞 毒 性 の発現 の 関 連 につ い て解 析 す る必要 が

あ る 。また 、ラ ンゲ ル 八 ンス 細胞 や 皮 膚 上皮 細 胞 のROS産 生 を介 して 皮膚 免 疫 系 の攪 乱が 誘

発 され る こ とも 報告 され て お り、 この点 も加 味 す る と、非 晶 質ナ ノシ リカ が 皮膚 免 疫 系 に対

する影 響 も精 査 する 必 要が あ る と考 え て い る(42)。 従 って 、ナ ノ マテ リアル の 安全 性 評価 に

あ た って 、ROSを 起 点 と した遺 伝 毒 性や 免 疫毒 性 につ いて も特 に精 査 す る必 要 が あ るもの と

考 え られ る 。これ らの事 実 か ら、ナ ノシ リカ にROS産 生 を誘 導 しな い修 飾 を 施 す こ とが 出来

れ ば 、Nano-SafetyDesign研 究 の発 展 に資 する 重要 な 情 報 とな るだ ろ う 。
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第 二 節 非 晶 質 ナ ノ シ リカ の 安 全 な 口 腔 内 適 用 に 向 け た 基 礎 的 検 討

オーラルケア領域においてナノシリカは、主に研磨剤として使用されており、歯磨き粉中

に約20%配 合 されていることが報告されている(43)。 ナ ノシ リカの添加 によ り、研磨性が良

くなり、歯表面の細菌付着が抑制できると共に、エナメル芽細胞の分化促進により歯の再生

につながるなど、高機能性の歯磨き粉として注目されている(44.45)。 ヒ トが持続的 に歯磨

き粉を使用す ることを考慮すると、口腔内に曝露されるナノシリカの量は極めて高用量であ

ることが推察される。従って、オーラルケア製品中のナノシリカの安全使用に向け、口腔曝

露を想定 したナノシ リカの安全性情報を収集する必要がある。

口腔内には、歯を支える骨として歯槽骨が存在 している。歯槽骨と結合組織の境界には、

骨代謝において中心的役割を担う骨芽細胞および破骨細胞が局在 している。歯槽骨は、生体

の骨組織 と同様に、破骨細胞による骨吸収 と、骨芽細胞による骨形成でたえず分解と新生を

繰 り返してお り、そのバランスによって骨量が決定される(46)。 一方で、骨芽細胞や破骨細

胞の分化 に異常が起こると、骨代謝が崩れ、骨形成 と骨吸収のバランスが維持できなくな り、

骨組織の破壊が進行する。例えば歯周病 においては、歯周病菌が歯肉に感染 し炎症を誘発す

ることで、骨吸収量が骨形成量を上回り骨量が減少する。そのため、歯槽骨によって歯を支

えることができなくなり、最終的に抜歯せざるを得なくなる。近年、ヒ トの口腔粘膜組織を

用い、210nm程 度の微粒子が 、上皮組織を通過 し、結合組織にまで移行することが報告さ

れた(47)。 この報告を加味 する と、100nm以 下のナノシ リカは上皮組織を浸透 し、結合組

織に接 している歯槽骨にも影響を与える可能性が考えられる。以上の点を踏まえると、オー

ラルケア製品として使用されるナノシリカの安全性を確保するためには、ナノシリカの骨代

謝へ及ぼす影響を評価する必要があると考えた。そこで本項では、骨代謝において重要な役

割を果たす骨芽細胞および破骨細胞を対象に、ナノシリカによる細胞影響について基礎情報

を収集した。
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【実 験 材 料 と 方 法 】

非 晶 質 シ リ 力

前 節 に準 じた 。

細 胞 培 養

マ ウ ス 骨 芽 細 胞 株MC3T3-E1細 胞 は 、宮 原 先 生(富 山 医 科 薬 科 大 学 、現 横 浜 薬 科 大 学 教 授)

か ら供 与 さ れ た 。MC3T3-E1細 胞 は 、10%非 働 化FBS、1%Antibiotic-AntimycoticMix

stocksolution(GIBCO)を 添 加 した α一MinimumEssentialMedia(MEM,GIBCO)を 用

い て37℃ 、5%CO2条 件 下 で 培 養 し た 。RAW264.7細 胞(マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ細 胞)株

は,AmericanTypeCultureCollection社(ATCC,Manassas,VA)力 、ら購 入 し た 。RAW264.7

細 胞 は 、10%非 働 化FBS、1%Antibiotic-AntimycoticMixstocksolution(GIBCO)を

添 加 したDulbecco'sModifiedEagleMedium(DMEM,Wako,Osaka,Japan)を 用 い て37℃ 、

5%CO2条 件 下 で 培 養 した 。

細 胞 傷 害 性 試 験(WST-8ア ッ セ イ)

MC3T3-E1細 胞 お よ びRAW264.7細 胞 に対 す る 非 晶 質 シ リカ の 細 胞 傷 害 性 をWST-8ア ッ

セ イ に よ り 評 価 した 。MC3T3-E1細 胞 に つ い て は 、5x103celisと な る よ う に96穴 プ レー

トに 播 種 し た 。24時 間 後 にnSP70、nSP300、mSP1000を 添 加 し、3日 間 培 養 後 、CellCount

ReagentSF(ナ カ ラ イ テ ス ク)を 各 ウ エ ル に10μLず つ 添 加 した 。 そ の 後1時 間 培 養 し、

マ イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ ー(MithrasLB940,BERTHOLD)を 用 い て 、 吸 収 波 長450nm、

参 照 波 長650nmで 吸 光 度 を 測 定 した 。RAW264.7細 胞 に つ い て は 、1.5x103cells/well

と な る よ う に96穴 プ レ ー トに 播 種 した 。24時 間 後 にnSP70、nSP300、mSP1000を 添 加

し、5日 間 培 養 後 、CellCountReagentSF(ナ カ ラ イ テ ス ク)を 各 ウ エ ル に10μLず つ 添

加 し た 。 そ の 後1時 間 培 養 し、 マ イ ク ロ プ レー トリー ダ ー(MithrasLB940,BERTHOLD)

を 用 い て 、 吸 収 波 長450nm、 参 照 波 長650nmで 吸 光 度 を 測 定 した 。

Alkalinephosphatase(ALP)活 性 の 測 定 お よ び 蛋 白 質 濃 度 の 測 定

骨 芽 細 胞 の 分 化 をAlkalinephosphatase(ALP)活 性 に よ り評 価 した 。MC3T3-E1細 胞 を

10%FCS、1%Antibiotic-AntimycoticMixstocksolutionを 添 加 し たo-Minimum

EssentialMedia(MEM,GIBCO)に 懸 濁 し、3x104cellsず つ 、24穴 プ レ ー トに 播 種 した 。

24時 間 後 に終 濃 度 が15あ る い は45u9/mLと な る よ う に非 晶 質 シ リカ を 添 加 した 。72時
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間後 に、0.2%TritonX-100に よ り溶解 させ て 、溶 液 を 回収 した 。回収 した14000rpm、5

分 間遠 心 後 、 上清 を回収 し、試 料 と した 。ALP活 性 はALP活 性 キ ッ ト(Wako)に 従 い 、測

定 した 。ま た試 料 中 の たん 白質濃 度 は、ProteinAssayBicinchoninateKit(ナ カ ライ テ ス ク)

に よ り測 定 し、 た ん 白質濃 度 にてALP活 性 値 を補 正 した 。

Tartrate-resistantacidphosphatase(TRAP)染 色 お よび活 性 評価

マ ク ロ フ ァー ジ細 胞 の破 骨細胞 へ の 分化 を 、TRAP染 色 お よびTRAP活 性 に よ り評 価 した 。

RAW264.7細 胞 を10%FCS、1%Antibiotic-AntimycoticMixstocksolutionを 添 加 した

フ ェ ノ ール レッ ドフ リー のo-MinimumEssentialMedia(MEM,GIBCO)に 懸 濁 し、2x

104cellsず つ 、48穴 プ レー トに播種 した 。24時 間後 に、破 骨 分化 誘 導 因子 で あ るreceptor

activatorofnuclearfactorxBIigand(RANKL)を 終濃 度30ng/mLと な る よう に添 加 、 あ

る い は、培 地 の み を添 加 し、さら に終濃 度 が10μg/mLと な る よ う に非 晶質 シ リカ を 添 加 し

た 。5日 間の 培養 後 、細 胞 をTRAP/alkalinephosphatase(ALP)stainkit(Wako)の プ

囗 卜一ル に従 って染 色 した 。染色 後 、TRAP陽 性 の 多核 化 細胞(核 が3個 以 上)を 破 骨 細胞

と して 、破 骨 細 胞 数 を計 測 した 。また 、TRAP活 性 は、10%ホ ル マ リンで10分 間 、そ の 後 、

95%エ タ ノール で1分 間イ ンキ ュベ ー トし、細 胞 を 固 定 した 。100卩Lの10mM酒 石 酸 ナ

トリウム 、5mMp一 ニ トロ フエ ニル リン酸 を 含 む50mMク エ ン酸 バ ツフ ァ ー(pH4.6)を

加 え て1時 間 イ ンキ ュベ ー ト後 、 溶液 を 新 しいプ レー トに50μLず つ移 し、等 量 の0.1N

NaOHを 添 加 し、 マイ ク ロプ レー トリーダ ーで410nmの 吸光度 を測 定 した 。

TNF-a産 生 量 の定 量

RAW264.7細 胞 を10%FCS、1%Antibiotic-AntimycoticMixstocksolutionを 添 加 し

た フェ ノ ール レ ッ ドフ リー のo-MinimumEssentiaiMedia(MEM,GIBCO)に 懸濁 し、2x

104cellsず つ 、48穴 プ レー トに播 種 した 。24時 間後 に終 濃度 が10u9/mLと な る よ う に非

晶質 シ リカを 添 加 した 。5日 間の 培 養後 、培 養 上清 中のTNF一 α の産 生 量 をELISAキ ッ ト

(eBioscience,SanDiego,CA)を 用 いて 、添 付 の プ ロ トコ ール に従 い定 量 した。

統 計解 析

個 々 の実 験 ご とに、多 重比 較 検 定(Tukey法)を 行 う こ とによ り、nSP70添 加 群 に対 す る

nSP300、mSP1000添 加 群 の統 計 的有 意 差 を検 定 した 。な お 、解 析 ソ フ ト(エ ク セ ル 統 計

2008,SSRI,〕apan)を 用 い 、統 計 的有 意差 はp<0.05の 場合 を 有 意で あ る と した 。

-14一



【結果および考察】

本検討では、前節と同様に、ナノシリカとしてnSP70、 従来型シ リカ としてnSP300、

mSP1000を 用 いて、骨芽細胞分化および、マク囗ファージ細胞の破骨細胞分化へ及ぼす影

響を評価 した。まず、各シリカが骨芽細胞の分化に与える影響を解析 した。骨芽細胞株

MC3T3-E1細 胞に各シ リカを3日 間作用 させ、WST-8ア ッセイ によ り細胞傷害性を評価 し

た。その結果、いずれの作用濃度においても、全てのシリカで細胞生存率はコン トロール群

と同程度であった。従って、本検討で用いた作用濃度では、各シリカはMC3T3-E1細 胞 に対

して細胞傷害性 を示 さないことが明らかとなった(Fig.3)。 次に、骨芽細胞分化の指標 とし

て汎用されるAlkalinephosphatase(ALP)活 性 を測定することで、骨芽細胞分化へ及ぼす

影響を評価 した。なお、シリカの作用濃度は、WST-8試 験でいずれのシ リカ においても細胞

傷害性の認められなかった45、15μg/mLと した。その結果、nSP70作 用群ではALP活 性

はコン トロール群 と同程度であった。一方で、nSP300、mSP1000作 用群で は、ALP活 性が

有意 に減少 していた(Fig.4)。 本結果から、細胞 傷害性の認められない濃度において、ナノ

シリカは骨芽細胞分化に影aを 与えない一方で、サブミクロンサイズの従来型シリカは骨芽

細胞分化を阻害する可能性が示された。前項でも述べたように、これまで筆者らのグループ

では、エン ドサイ トーシスによるシリカの細胞内取 り込みを介したROS産 生により、DNA

損傷を誘導 することを明らか としている(12)。ROS産 生 と細胞傷害性の誘導は密接 に関与し

ていることが予想されるが、MC3T3-E1細 胞 はマクロファージや樹状細胞などの貪食系細胞

より貪食能が小さいため、これら貪食系細胞と比較してシリ力取 り込み量が減少 し、ROSの

産生誘導が減 弱 した結果 、細胞傷害性が認められなかったと考えられる。また、サブミクロ

ンサイズの従来型シリカは骨芽細胞分化を阻害する可能性があるものの、その大きさを考慮

すると、口腔粘膜の上皮細胞層を通過する可能性が低いことから、実際の生体内で骨芽細胞

に与える影響は少ないと考えられる。今後は、口腔粘膜における動態について検討したうえ

で、骨芽細胞に与える影響をより詳細に考察する必要があると考えられる。一方で、口腔粘

膜を通過することが予測されるナノシリカが、骨芽細胞の分化に影響を及ぼさなかった点に

関しては、ナノシリカを適用した安全 ・安心かつ有効性の高いオーラルケア製品の開発に資

する貴重な情報であると考えている。
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破 骨 細胞 は 、免 疫 担 当細 胞 で あ る マ ク ロ フ ァージ が 骨 芽細 胞 と相 互作 用 して分 化 した細 胞

で あ り、特 にReceptoractivatorofnuclearfactorkappaBligand(RANKL)が 破 骨 細

胞分 化 の 主要 分 子 で あ る こ とが知 られ て い る(48)。 また 、 マ ク ロ フ ァー ジか ら破 骨 細胞 へ の

分化 過程 には 、TNF一 αやIL-1な どの炎 症性 サ イ トカ イ ンや 、ROSが 促 進 的 に働 くこ とも 明

らカ、とな って いる(49-5ヱ)。 また 、 筆 者 らのグ ル ープ で は 、ナ ノシ リカ がマ ク 囗 フ ァー ジ細

胞 に対 して 、 炎症 性 サ イ トカ イ ン産 生やROS産 生 を 誘導 す る こ とを既 に見 出 して い る(52)。

以 上の 事 実 を 踏 まえ る と、 ナ ノ シ リカ が マク ロフ ァ ージ の破 骨 細 胞分 化 を 過 剰 に誘 導 し、骨

代謝 の破 綻 を 招 いて しま う可能 性 が 考 え られ る 。そ こで 、マ ク ロ フ ァー ジ細 胞 株RAW264.7

細胞 を用 いて 、ナ ノ シ リカ が破 骨 細胞 へ の 分 化 に与 え る 影 響を 解 析 した 。 まず 、各 シ リカ の

RAW264,7細 胞 へ の細 胞 傷 害 性 をWST-8ア ッセ イ によ り評価 した 。シ リ力添 加5日 後 の細

胞傷 害 性 を評 価 した結 果 、nSP300お よびmSP1000は 、30μg/mLの 作 用 濃 度 で は 、細胞

生存 率 はコ ン トロール 群 と 同等で あ る こ とが 明 らか とな っ た 。一 方 で 、nSP70は10u9/mL

で は細 胞 生存 率 が コ ン トロール 群 と同 等 で あ る もの の 、30μg/mL作 用濃 度 で は 、 お よ そ

40%ま で細 胞 生 存 率 を低 下 させ た(Fig.5)。 すな わ ち本 結 果 は 、ナ ノサ イズ にな る と細胞 傷

害性 が 顕 著 に増 大 す る こ とを示 す もの で あ り、前 述 のROS産 生増 大 な ど に起 因 して い る可 能
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性 も考 え られ る 。次 に、各粒 子径 の シ リカ がRAW264.7細 胞 の破 骨 細 胞分 化 へ及 ぼす影 響 を 、

Tartrate-resistantacidphosphatase(TRAP)活 性 を指標 と して評 価 した 。な お、以 後 の 実

験 にお ける シ リカの 作 用濃 度 は、WST-8試 験 で 細胞 傷 害性 の認 め られな か っ た10u9/mL

と した 。まず 、破 骨細 胞分 化 因子 で あ るRANKLと シ リカ の共存 下 で 、TRAP活 性 を解 析 した 。

その 結 果 、RANKLと 各 シ リカを 共添 加 した場 合 で は、TRAP活 性 はRANKL単 独添 加 群 とほ

ぼ 同等 で あ り、シ リカの 粒 子径 の 違 い によ る 変化 も観察 され な か っ た(Fig.6)。 さ らに 、TRAP

染 色 陽 性 か つ多核 化 した(核 が3つ 以上)細 胞 を 、 分化 後の 破 骨細 胞 と して計 数 した 。そ の結

果 、RANKL単 独 添 加群 と比 較 して 、RANKL/nSP70共 添 加群 で は 、破 骨細 胞数 が 多 い傾 向が

認 め られ た もの の 、 いずれ の粒 子 径 の シ リカをRANKLと 共処 置 して も 、破 骨細胞 数 に有意

な 変 化 は 認め られな か っ た(Fig.7)。 以 上 の結 果 か ら、RANKL共 存 下 にお い て、少な くとも

マク ロ ファ ー ジ細胞 自体 に傷害 性 を 起 こ さな い濃 度 で は、 シ リカ の粒 子 径 に関わ らず 破 骨細

胞 の 分 化 に影 響 を及 ぼさな い こ とが 推察 され た 。破 骨細胞 分化 にお い て は、RANKLの 刺激 に

よ ってRac1を 介 してROSが 産 生 する こ とが 知 られ てお り(53)、ROSは 破 骨 細胞 分 化 に お

いて 重 要 な 因子 で あ る こ とが 明 ら力、とな っ てい る 。 これ まで に筆 者 らの グル ープ で は、 これ

まで の検 討で ナ ノ シ リカがROS産 生やTNF一 σな どの 炎症 性サ イ トカ イ ン産 生 を誘 導 す る こ

とを 見 出 して いる(52)。 本 検 討 で は 、RANKL共 存 下で は 、シ リカ は破 骨 細胞 分 化 に影 響 を及

ぼ さな い 可 能性 が推 察 され たが 、筆 者 らの これ ま で の結果 を 加 味 す る と、 単独 で作 用 した場

合 、破 骨細 胞 の 分 化 誘 導 に影 響 を 及 ぼ す可 能 性 が 考 え られ た 。 そ こで 次 に 、ナ ノシ リカ が

RANKL非 共存 下 でマ ク ロ ファー ジか ら破 骨 細 胞へ の分 化へ 与 え る影 響 を検 討 した 。な お 、本

検 討 にお いて もシ リ力作 用 濃度 は細 胞傷 害 性 の認 め られな か っ た10μg/mLで 実施 した 。 そ

の 結 果 、nSP70作 用群 にお い ての み 、RANKL添 加 時 と比較 して圧 倒 的 に少 な いも のの 、TRAP

活 性 の増 加 、多 核化 したTRAP陽 性 細胞 が 認 め られ た。すな わ ち 、nSP70に よ り、わ ず力、な

が ら破 骨細 胞 へ の分 化 が促 進 され る こ とが 示 唆 され た(Fig.8)。 次 に、nSP70に よ る破 骨 細

胞 分 化 の促 進 メ 力ニ ズ ム解 析 の一 環 と して 、ROS産 生量 を測 定 した結 果 、今 回の作 用濃 度 に

お い て 、ROSの 産 生 は ほ とん ど認 め られ ず 、nSP70単 独添 加 に よる破 骨 細胞 の分化 にROS

が 関 与 して い る可能 性 は低 いもの と考え られ た(datanotshown)。 そ こで 、破骨 細胞 分 化

を 促 進 す る こ とが報 告 され て い るTNF-oの 産 生 量 を 評価 した 。そ の結 果 、シ リカの 粒 子径 の

減 少 に伴 い 、TNF-oの 産 生 量の 増 加 が認 め られ た(Fig.9)。 従 って 、nSP70を 作用 させ る こ

とで 、RAW264.7細 胞 がTNF一 αを産 生 し、オ ー トク ライ ン的 に作用 し、破 骨 細胞 へ の分 化

を 促 進 して い る可能 性 が考 え られ た(Fig.10)。RANKL非 存在 下 にお いて 、TNF-aが 破 骨 細

胞 分 化 を促 進 する こ と は既 に報告 され て い る事実 であ るが(54)、TNF一 αによ って分 化 した破

骨 細 胞 は 、そ れ だ けで は活 性化 しな い こ とが 知 られ て い る。す なわ ち 、Nano-Safety-Design
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研究の推進にあた り、今後は破骨細胞の活性化に関与する因子、例えば炎症性サイ トカイン

のプロファイルなどを詳細に検討し、nSP70単 独添加による破骨細の分化促進 メ力ニズムを

精査する必要がある。
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Figure 7. Effect of silica particles on the RANKL-induced osteoclast differentiation in 
RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were incubated with 10  µg/m1 silica particles and 30 ng/ml 
RANKL for 5 days. Osteoclast genesis was evaluated by TRAP staining. A: RANKL alone (30 
ng/ml), B:  nSP70 10  pig/m1 with RANKL 30 ng/ml, C: nSP300 10  .tg/mI with RANKL 30 
ng/ml, D:  mSP1000 10  Kg/m1 with RANKL 30 ng/ml. Arrows show osteoclast cells 

(TRAP-positive multi-nucleate cells  (>  3 nuclei)). Magnifications of all photographs are x400. 
E: The numbers of TRAP-positive multi-nucleate cells  (>  3 nuclei) were counted as osteoclasts 
in three different areas. Data are expressed as the mean ± SD (n=3)
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Figure 8. nSP-induced osteoclast differentiation without RANKL in RAW264.7 cells. 
RAW264.7 cells were incubated with SP or RANKL for 5 days. Osteoclast genesis was 
confirmed by TRAP staining. A: Non-treated, B: RANKL 30 ng/ml, C:  nSP70 10  µg/ml, D: 
nSP300 10  .tg/ml, E:  mSP1000 10  ug/ml. F: The numbers of TRAP-positive multi-nucleate 
cells (> 3 nuclei) were counted as osteoclasts in three different areas. Data are expressed as the 
mean ± SD (n=3).  **P  <,  *P <0.05 vs. Non-treated.
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Figure 9. TNF-a production induced by silica particles in RAW264.7. RAW264.7 cells 
were incubated with 10  µg/ml silica particles for 5 days. The concentration of  TNF-a in culture 
supernate were measured by ELISA. Data are expressed as the mean ± SD (n=3).  **P <0.01 vs. 
Non-treated.
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インプラン トの崩壊産物である粒子状物質が骨破壊を誘発してしまうという事実は、歯科

領域では古くから報告されており、人工関節や歯科インプラン ト治療を行ううえでの大きな

問題となっている。これは、粒子が貪食されることにより、丁NF一α、IL-1やIL-6な どの破

骨細胞 分化 を促進す るサ イ トカインが放出されることによるものであると考えられている

(55,56)。 また、マイクロサイズ(4～9μm程 度)の 粒 子が骨髄細胞のRANKL発 現量や破

骨分化関連遺伝子の発現を増加させることも報告されている(57,58)。 さらに、粒子径が数

十～数百 μmよ り大きい粒子によるサイ トカイン産生は、数 μmの 粒子よ りも低 い傾 向にあ

ることも報告されている(59)。 これ らの報告から、マイクロメー トルオーダーの粒子におい

ては、粒子径の減少に伴って炎症反応が強く惹起 され、サイ トカインによる破骨細胞分化が

促進されるものと考えられる。一方で、インプラン ト崩壊産物の粒子径が、数 卩m程 度 まで

の大 きさであることから、ナノサイズの粒子を用 いた検討はほとんどなされておらず、ナノ

マテリアルの骨への影響は不明であった。本検討で筆者らは、ナノサイズおよびサブミクロ

ンサイズの従来型シリカを用いて、破骨細胞分化 に及ぼす影響を評価し、破骨細胞分化誘導

剤であるRANKL非 共存下である にも関わらず、100nm以 下のナノシ リカのみが、破骨細

胞分化を促進することを初めて明らかとした。また、破骨細胞への分化過程におけるTNF-Q

産生量が、サ ブミクロンサイズの従来型シリカと比較 してナノシリ力添加群で高いことも見

出し、RANKL非 共存下での破骨細胞分化 にTNF-aが 関与 している可能性を明らカ、とした。

筆者らは、これまでの検討からも、粒子径が小さいほどROS産 生やTNF-o産 生が増加 する

ことを見出 してお り、その原因が細胞内移行経路の違いである可能性を明らか としている

(52)。 すなわち、ナ ノシ リカによる破 骨細胞分化促進には粒子径が重要であり、特定の経路

から細胞内に取 り込まれることで、より強いサイ トカインの産生やそれに起因する破骨細胞

への分化が生 じる可能性が考えられた。また、EUで は既 に、化粧品材料の動物を用いた安全

性評価が禁止されており、今後、動物モデルを用いての安全性評価ができなくなる可能性が

ある。従って、inV%VOに おいてナ ノシ リカが骨代謝 に及 ぼす影響を評価し、今回のinvitro

での結果 との相関を評価することで、生体反応を反映したinvitro評 価系を構築 してい くこ

とが重要である。今回は、単一の細胞を用いてのinvitro評 価であ り、実際 に生体で曝露 さ

れる場合においては、破骨細胞は骨芽細胞などの種々の細胞と共存 して存在 していることカ、

ら、これらの細胞共存下では、別の反応を示す可能性も考えられる。事実、骨髄への粒子の

刺激がRANKLの 発現増加な どを誘発する という報告もあることから(57)、 共培養の系を用

いるな どの検 討を行い、生体反応を反映 したinvitro評 価 系を構築する必要がある。これら

の検討によって、フト ラルケア製品に適用可能な安全なナノマテ リアルの評価系が構築され、

迅速力、つ高確度なナノマテリアルの安全性評価手法の確立に繋がるであろう。
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総括

数あるナノマテ リアルの中でも、ナノシリカは人体に直接適用する製品(化 粧品 ・食 品 ・

医薬品)に お いて最 も使 用量が多い素材のひとつである。ナノシリカは微小化すればするほ

ど、使用感や透明性の向上といった様々な有用機能が付与できるため、この数年でナノシリ

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 している。現在では、直

径が2.5nm程 度のいわ ゆるサブナノサイズのシ リカまでも開発されつつあり、現在製品に

使用されているナノシリカに関しても、今後より微小化 したサイズのものに置き換わってい

くことが強く予想される。一方で、現状ではナノメー トルオーダー(数 十nm)の ナ ノシ リ

カで さえも、高度 に安全性を保障するための情報は乏しく、今後ナノマデリアルを安全 ・安

心して使用 していくためにも、ナノシリカの安全性情報を収集することは急務である。そこ

で筆者は、粒子径が均一でかつ分散性に優れた、実験グレー ドの1次 粒子径が70nmの ナ

ノシ リカ(nSP70)を 用いて、経皮 曝露後の皮膚組織 内局在を解析 した。その結果、経皮塗

布されたnSP70は 最も強固なバ リアである皮膚バ リアを通過 し、表皮 ・真皮の細胞内や近傍

の所属リンパ節内に侵入し得ることを明ら力、とした。本結果は、ナノシリカの経皮曝露実態

情報となる有用な知見となるのみならず、ナノマテリアルを香粧品に用いることによ り、皮

膚表面だけでなく、表皮や真皮にまで化粧品の美白効果や老化防止効果を発揮できるという、

ナノマテリアルの有用性をも実験的に示すものである。今後は、ヒトへの外挿性の観点から、

よりヒトに近い皮膚構造をもつブタを用いた検討や、ヒトの皮膚を用いたinvitroで の検 討

などが必要である と考えている。また、口腔曝露を想定し、invitroで 骨代謝 に及ぼす影響

を解析 した ところ、ナノシリカは分化促進因子との共存下においては骨芽細胞および破骨細

胞の分化過程には影響を及ぼさないものの、ナノシ リ力単独で作用した際には、破骨細胞へ

の分化を促進する可能性が示された。この結果は、これまでのナノマテリアルの安全性評価

研究において全 くの手つかずであった口腔組織への影響を解析 し、骨形成への影響を明らか

とした点で、極めて意義深いと考えられる。また、ナノシリカが骨吸収促進に影響を及ぼす

可能性が低いという本結果は、高機能性の歯磨き粉や歯科材料として着目されているナノシ

リカの安全性を示す、重要な知見であると考えている。 ・

本研究の成果は、ナノシリカの安全性を評価するにあたって、ナノシリカを従来型シリカ

とは別個の素材 として捉えた新たな安全性評価の必要性を示唆する結果である。なお筆者ら

は、ナノシリカに関しては、アミノ基やカルポキシル基で表面を修飾することで安全性を飛

躍的に向上させ得ることを認めており(ヱ4.ヱ5,60)、 本情報は安全性が高度 に保証 されたナ
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ノマテリアルの設計に資する、いわゆるNano-SafetyDesignに 向けた基盤情報 となるであ

ろう。また、近年の健康 リスクに関する科学委員会(SCENHIR)に よるナ ノ物質の定義 に関す

る勧告で は、粒子径だけでな く、比表面積や粒子数からナノマテリアルを定義するべきであ

ると記載されている。そのため、現在は重aダ ーで評価することが主流 であるが、今後

は、比表面積や粒子数の観点力、らもナノマテリアルの安全性情報を収集し、表面積の影響が

大きいと考えられる現象 と取 り込みや動態といった影響が少ないと考えられる現象について、

区分 して考察してゆく必要があるだろう。さらに、本検討で用いた分散性の高いナノシリカ

に限らず、今後のナノ安全性評価研究においては、凝集性の高いものや、既に実用化されて

いるサンプルを用いて、ナノマチリアルの純度や分散/凝 集状態 といった品質にも十分 に考慮

した解析を進めることが重要であろう。事実、ナノマテリアルの体内吸収性評価にあたり、

たとえ1次 粒子径 はナノサ イズであっても、素材によって分散性が異なり凝集状態が変わる

ことから、体内吸収性に違いがあることが判明している。し力、し、分散性や凝集状態につい

て詳細に考察されておらず、品質管理に向けた情報収集には程遠い。従って、今後、品質に

考慮 した解析を推進することで体内吸収性を初め とした曝露実態情報に新たな示唆を与える

ことができるであろう。さらに、香粧品など、経皮適用される製品や歯などの口腔組織に適

用されるオーラルケア製品にナノマテ リアルを応用する際に、ナノマテリアルの分散/凝 集状

態を適切 に調整することにより、使用目的によって、皮膚表面、表皮、真皮、また歯や歯を

支える歯槽骨などの各ターグッ ト部位を狙ってナノマテリアルを送達し、効能を生 じさせる

という、有用性と安全性を具備 した製品の開発が実現する可能性も考えられる。このように、

今後のNano-SafetyDesign研 究 において、有効性(ベ ネ フィッ ト)の 観点からの研究 もナ

ノマテ リアルの安全 ・安心な利用促進に向けて必要であろう。これらの検討が、ナノマテ リ

アルの安全性確保(Nano-SafetyScienceに よる成果)や 安全な ナ ノマテ リアルの創 製

(Nano-SafetyDesignに よる成果)に 資するのみならず、国民や社会が、安全かつ安心 し

て、何よりも納得のうえで、ナノマデ リアルの継続的な利用を可能にし、社会受容を図るた

めのSustainableNanotechnologyの 発展 に貢献 することを祈念 している。

-23一



結 論

ナノマテリアルの安全性確保に向けて、本博士論文では、ナノマテリアルの経皮 ・口腔毒性

に関する基礎情報を収集 し、以下の結論を得た。

1.直 径70nmの 表面未修飾ナ ノシ リカ(nSP70)が 生体で最も強固な皮膚バ リアを透過し

て、表皮や真皮の細胞内に侵入することを示 した。

2.ナ ノシ リカは、サブミクロンサ イズ以上の従来型シリカとは異なるROS誘 導性を示す こ

とを明らかに した。

3.ナ ノシ リカが 、MC3T3-E1細 胞の骨芽細胞分化 には影響 しないことを明らかとした。

4.ナ ノシ リカは、RANKL存 在下ではRAW264.7細 胞の破骨細胞分化 には影響 しないもの

の、RANKL非 存在下 において分化促進 に働 く可能性を明らかとした。

以上、本研究では、100nm以 下のナノシ リカが 、経皮/口 腔毒性の点において、サブ ミク

ロンサイズ(数 百nm～ 数十ｵm)の 従来型シ リカ とは異なる性質を発揮することを実証 し

た。特に、オーラルケア製品に、多くのナノマテ リアルが含有されているものの、口腔毒性

に着目した研究は皆無に等 しく、上記は、その先駆けとなる知見である。またナノシリカが

骨吸収促進に影響を及ぼす可能性が低いという結果は、高機能性の歯磨き粉や歯科材料とし

て着目されているナノシリカの安全性評価に有用な情報をもたらすことを示 している。さら

に、今回の破骨細胞および骨芽細胞を用いた試験方法は、invitroで の口腔 にお ける安全性

評価の基盤 に繋がると考えられる。今後は、本論文で得られた情報を基盤 として、ナノマテ

リアルの安全性確保や社会受容が進展 し、ナノマテ リアルを活用した利便性の高い豊かな社

会が構築されることを願っている。
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