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研究成果の概要（和文）：食品に含有するナノ粒子の消化器系における炎症反応の誘導作用を

解明するため、ヒトマクロファージ様細胞THP-1および大腸腺癌細胞Caco-2を用い、ナノ粒子

曝露による生存率の変化、活性酸素種（ROS）および炎症性サイトカインの産生について解析

を行った。二酸化チタンのナノ粒子曝露により、ROSおよび炎症性サイトカインIL-1βの産生

が増加する傾向が認められた。また一次粒径が同程度でも、酸化亜鉛の方が二酸化チタンより細

胞の生存率の低下およびROSの産生を誘導する事が認められ、粒子の種類により細胞毒性作用、

炎症反応誘導の機構に違いがあることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： The present study investigated the cytotoxicity, production of reactive 

oxygen species (ROS) and inflammatory cytokine induced by nano-TiO2 and nano-ZnO particles using 

human monocytic leukemia cells (THP-1) and human colon cancer cells (Caco-2).  The viability of 

THP-1 macrophages exposed to nano-ZnO was lower than that to nano-TiO2 THP-1.  The production 

of ROS and IL-1βshowed a tendency to be increased by nano-TiO2 particles.  This study indicated 

that nano-TiO2 particles may induce inflammation in THP-1 macrophages through production of ROS 

and IL-1β, and nano- ZnO particles were suggested to be more toxic to THP-1 macrophages than 

nano-TiO2 . 
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１．研究開始当初の背景 
近年、ナノ粒子製品として二酸化ケイ素（シ

リカ）や二酸化チタン、酸化亜鉛が広く用い

られ、化粧品や食品、さらに医薬品にも使用

されている。ナノ粒子製品として扱われてい

る二酸化ケイ素は、主に非晶質性であり、こ

れまで健康に悪影響を及ぼさないと考えら

れていた。しかし最近、ナノ粒子の非晶質二

酸化ケイ素のマウス腹腔内投与により、マク

ロファージにおいて炎症性サイトカインの

産生、酸化ストレスおよび一酸化窒素（NO）

レベルの増加が引き起こされるとの報告が

なされた（Park, Toxicology Let, 2009）。ま

たナノサイズの二酸化チタン（TiO2）は、こ

れまでアナターゼ型二酸化チタンナノ粒子

の曝露により、ヒト肺胞上皮細胞やマウス肝

細胞における炎症性サイトカイン産生（Cui, 

J Biomed Mater Res A, 2011）、またルチル

型二酸化チタンナノ粒子についてもラット

への投与で肺胞中のマクロファージ増加な

ど（Nemmar, Exp Biol Med, 2007）、炎症反

応を誘導する事が示されている。さらに、ナ

ノサイズの酸化亜鉛（ZnO）は、ヒト大腸腺

癌細胞などで細胞毒性作用が示されている

（Angelis, Nanotoxicology, 2012）。ナノレベ

ルの粒子は表面積が大きく、粒子そのものの

表面性状が毒性に関連しており、活性酸素の

産生、さらに酸化ストレスや炎症反応を惹起

すると指摘されている（Nel, Nat Mater, 
2009）。 

近年我が国では、潰瘍性大腸炎やクローン

病などの炎症性腸疾患（IBD）の罹患率が増

加している。炎症性腸疾患は、腸内細菌叢に

対する免疫応答機構の破綻に加え、遺伝因子

や食餌、ストレスなどの環境因子が関与する

多因子疾患であることが示されている

（Loftus, Gastroenterology, 2004）。経口に

より取り込まれたナノ粒子は、消化管内腔の

粘膜を通過し、腸上皮細胞および腸管免疫に

重要な役割を果たしているパイエル板の

microfold cell (M-細胞) に取り込まれると報

告されている（Powell, J Autoimmun, 2010）。

以上から、ナノ粒子は炎症性腸疾患誘導の過

程で炎症反応を増強する可能性が強く示唆

される。しかし現在、ナノ粒子として使用さ

れているサイズの二酸化ケイ素の安全性評

価は進んでおらず、生体影響については不明

な点が多い。特に、消化管におけるナノ粒子

の炎症反応誘導作用については未だ明らか

にされていない。 
 
２．研究の目的 
食品因子として消化管に取り込まれた二

酸化ケイ素や二酸化チタン、酸化亜鉛のナ

ノ粒子は、炎症反応の増強物質として腸管

免疫機構の破綻を引き起こし、炎症性腸疾

患の発症・増悪に関与する可能性が考えら

れる。従って本研究では、ヒトマクロファ

ージ様細胞 THP-1 とヒト大腸腺癌細胞

Caco-2 を用い、消化管における炎症反応誘

導作用について解析を行う。また、炎症性

腸疾患モデルマウスを用いて、各種ナノ粒

子の経口投与による大腸炎増悪作用につ

いても解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）各種ナノ粒子の分散評価 

ナノ粒子は、その種類と溶媒によって

様々な凝集パターンを形成することから、

実験に用いるナノ粒子の分散状態の評価

を行う必要がある。各種ナノ粒子（二酸化

ケイ素、二酸化チタン、酸化亜鉛）に培地

を加え、超音波破砕装置を用いて分散後、

動的光散乱法（Dynamic Light 

Scattering : DLS）により粒度の測定を行

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nel%20A%22%5BAuthor%5D�


った（Malvern 社，Zetasizer Nano Z）。 

（２）各種ナノ粒子による細胞毒性作用の解

析 

各種ナノ粒子による細胞毒性作用を明らか

にするため、ナノ粒子をヒトマクロファージ

様細胞およびヒト大腸腺癌細胞に曝露し、

MTS assay（CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay , 
Promega）により生存率の変化を解析した。 

（３）各種ナノ粒子による細胞内活性酸素種

（ROS）産生の解析 

ナノ粒子をヒトマクロファージ様細胞およ

びヒト大腸腺癌細胞に曝露し、細胞内 ROS

の検出プローブ、CM-H2DCFDA 

(5-(and-6)-chloromethyl-2‘,7’-dichlorodihyd
rofluorescein diacetate, acetyl ester ) で染

色後、フローサイトメーター（FACS CantoII, 

BD) を用いて解析した。 

（４）各種ナノ粒子による炎症関連サイトカ

イン産生の検出 

THP-1 マクロファージ様細胞を、分散させ

たナノ粒子で 3 時間処理後、培養上清を回収

し、ELISA 法により炎症性サイトカイン IL-1

βの産生を解析した 

 
４．研究成果 
（１）アナターゼ型粒子（一次粒径, A50：

50nm, A100：100nm）の 24 時間曝露により、

THP-1 マクロファージ様細胞の生存率の低

下が認められ、ルチル型粒子（一次粒径, 

R50：50nm, R250:250nm）でも、R50 によ

り高濃度で低下が認められた。Caco-2 細胞で

は、24 時間曝露ではどの粒子でも生存率の低

下は認められなかったが、72 時間曝露で P25

（一次粒径 21nm, アナターゼ型 80％／ルチ

ル型 20％）およびアナターゼ型粒子（A50, 

A100）、またルチル型粒子（R50）でも高濃

度で低下が認められた（図１）。 

 

 
（２）細胞内活性酸素種の産生を

CM-H2DCFDA染色により解析した結果、ど

のナノ粒子においても増加する傾向にあっ

た。 

（３）THP-1マクロファージ様細胞において、

どの二酸化チタンのナノ粒子についても

ROSおよび炎症性サイトカインIL-1βの産

生を増加させる傾向が認められた。 

図１ 二酸化チタンによる Caco-2 における

生存率の変化（72 時間曝露） 

Values  are means  ± SD 

**, p<0.01; *, p<0.05 : significant differences from controls 
(0 µg/ml) by one-way  ANOVA with Dunnett’s 
post-comparison test 



 さらに、二酸化チタンと酸化亜鉛について

THP-1マクロファージ様細胞における生存

率への影響およびROSの産生を比較した。 

同程度の粒子径でも酸化亜鉛の方が二酸化

チタンよりマクロファージ様細胞の生存率

の低下（図２）、ROSの産生量の増加を引き

起こす事が認められた。本研究により、ナノ

粒子は強い細胞毒性作用がなくても炎症反

応を引き起こす可能性が示唆された。また、

同じサイズの粒子でも、種類の違いにより細

胞毒性作用、炎症反応誘導作用の違いが認め

られた。現在さらにナノ粒子の種類、サイズ

の違いによる影響についての解析を行って

おり、炎症性腸疾患モデルマウスを用いた消

化管炎症の増強作用についても検討してい

く予定である。 
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