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研究成果の概要（和文）：ZnOナノ粒子はガンの診断や、ドラッグデリバリーの担体として応用が期待されてい
る。ZnOナノ粒子の①静脈内投与後の毒性影響②p型、n型の毒性の差異を明らかにした。
①ZnOナノ粒子の静脈内投与により酸化亜鉛ナノ粒子は投与後早期に肝障害を引き起こすことが示された。また
本研究で初めて酸化亜鉛ナノ粒子の炎症促進反応が明らかになり、酸化ストレスが関与することが示唆された。
②L929細胞におけるZnOナノ粒子の毒性はp型に比較してn型で強く、これはn型の還元作用によりROSがより生成
されたためだと考えられる。また細胞中Zn濃度はn型が高く、細胞透過性の差異の関与も考えられる。

研究成果の概要（英文）：　Tissue distribution of ZnO nanoparticles(NPs)and toxic effects were 
investigated after intravenous exposure in mice.The spleen, liver, and lungs are target organs. A 
dose-dependent increase in 8-OHdG was observed. The elevated levels of TNF-α and IL1-β in 
supernatants of spleen cell cultures of mice treated with ZnO NPs were observed. The serum GOT, GPT,
 and LDH levels increased by ZnO NPs treatment.SOD activities were elevated.These results show the 
ZnO induced pro-inflammatory response which may be related to oxidative stress, and to show hepatic 
damage. 
Using L929 cells,cytotoxicity of n-type ZnO NPs and p-type NPs was investigated. Increased H2O2 and 
decreased glutathione were more evident in with n-type.Caspase-3/-7 activity was higher in cells 
treated with n-type ZnO NPs .The cellular Zn uptake of n-type ZnO NPs was higher than p-type NPs.
These results show that n-type ZnO NPs have higher toxicity than p-type ZnO NPs.This may be due to a
 reductive effect of n-type ZnO NPs.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 
近年、酸化亜鉛（ZnO）は LEDやディスプ
レイなどの電子材料や光学材料として注目
を浴びている。ZnOナノ粒子は原料が豊富で
安価で毒性が低い上に様々な特性を持つこ
とから、抗菌剤、顔料、化粧品、ベビーパウ
ダーなどの日用品に広く用いられている
ZnOナノ粒子はバンドギャップが広く、室温
で励起子が存在できるため UV照射により青
色に発光する。そのため、ガンの診断や、ド
ラッグデリバリーの担体として応用が期待
されている。 

Znは必須元素であり毒性が低く、これまで
ZnO ナノ粒子の in vivo における毒性影響は
明らかになっていなかったが、最近の研究に
より経口投与、腹腔内投与による毒性影響が
報告されている。ガン診断などのバイオイメ
ージングに用いるためには静脈内投与を行
う必要がある。しかしながら、これまでに
ZnO ナノ粒子の①静脈内投与後の毒性影響
②p 型、n 型の毒性の差異は明らかになって
いない。 
 
２．研究の目的 
（1）ZnOナノ粒子をマウスに静脈内投与し、
①臓器内分布の精査 ②毒性影響の精査（生
化学データ・病理学的検査）③ZnO ナノ粒
子による毒性機序の解明 （酸化ストレスマ
ーカー、炎症性サイトカイン）を行うことを
目的とした。 

（2）ZnOナノ粒子には、p型（正孔を持つ）
と n型（伝導電子を持つ）が存在するが、こ
れらの毒性の差異は明らかになっていない。
in vitro でのこれら ZnO ナノ粒子の毒性評価
を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）静脈内投与後の毒性影響評価 

8週齢の ICRマウスの尾静脈から酸化亜鉛
ナノ粒子分散液（Sigma-Aldrich）を 0.2 mg/kg
で単回投与した。6, 12, 24, 48, 72, および 96
時間後に血液と各臓器を採取した（各群 n = 
6) 。血清を分離し生化学的データを測定し、
Super Oxide Dismutase(SOD)を測定した。
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine(8-OHdG)量を測
定するとともに、病理組織学的検査を行った。
脾臓細胞を 40 時間培養後、培養上清を採取
し TFN-α 、IL1-β測定を行い、細胞から RNA
を抽出し real-time RT-PCR により TFN-α と
IL1-βの mRNAの発現レベルを測定した。 
 
（2）in vitroでの p型、n型の毒性の差異 

ZnO ナノ粒子はガス中蒸発法で作製した。
作成した粒子の観察を走査型電子顕微鏡
（SEM）により行った。マウス皮下結合組織
由来の繊維芽細胞（L929）を 96well プレー
トに播種し、各 ZnO（p 型、n 型）の細胞毒
性強度（IC50値）を MTT assay により求め
た 。 ZnO 50µg/ml を 添 加 し 、 Total 

ROS/superoxide detection kit により生細胞中
の 活 性 酸 素 種 (ROS) の 産 出 を 、 HT 
colorimetric PARP/Apoptosis Assayを用いてア
ポトーシスをそれぞれ評価した。細胞中 Zn
濃 度 を microwave plasma-atomic emission 
spectrometerにより定量した。 
 
４．研究成果 
（1）静脈内投与後の毒性影響評価 
酸化亜鉛ナノ粒子分散液単回投与により、
血中亜鉛濃度は投与後 5 分で最高値を示し、
60分後には投与前のレベルとなった。臓器中
亜鉛濃度は、肝臓では投与後 6日、脾臓では
投与後 1日で有意に上昇した(図１)。 
生化学的データでは、GOT、GPT、LDH l

が 6時間、12時間群で有意に上昇し (p < 0.01)、
肝障害が示唆された（図 2）。 一方、BUNと
Creに有意差は見られなかった。血清中 SOD 
活性は 24時間後、48時間後に有意に上昇し
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図１．臓器中 Zn濃度 

図 2．ZnOナノ粒子投与後の生化学データ 

図 3．ZnOナノ粒子投与後の SOD活性 

図 4．ZnOナノ粒子投与後の肝臓の組織像 

 



た(p < 0.05)（図 3）。尿中 8-OHdGは投与後１
日で上昇した。病理学的検査では、肝臓で類
洞一部拡張が投与後１日で観察された（図 4）。 
培養上清中 TNF-α と IL1-β レベルは、24 時
間後に有意に上昇し、これら mRNAの発現レ
ベルも12時間後に有意に上昇していた（図5、
図 6）。 
以上のことから、酸化亜鉛ナノ粒子は投与
後早期に肝障害を引き起こすことが示され
た。また本研究で初めて酸化亜鉛ナノ粒子の
炎症促進反応が明らかになり、酸化ストレス

が関与することが示唆された。 
 
（2） in vitroでの p型、n型の毒性の差異 
ガス中蒸発法で作製した p型、n型の ZnO
ナノ粒子の形態を走査型電子顕微鏡(SEM)で
観察した（図 7）。その結果、これらの形態
に差異はなかった。また粒子径はそれぞれ、
40nm、41nmでサイズもほぼ同等であった。 

p型、n型の ZnOナノ粒子の IC50値はそれ
ぞれ、29.1µg /ml, 17.1µg /mlであった。また
ROS と superoxideは両 ZnOナノ粒子で生成
されたが（図 8A）、n型でやや ROSが多く
生成されていた。加えて細胞中 H2O2は、n型
の ZnOナノ粒子が p型に比較して高く（図
8B）、GSHの枯渇は両粒子で見られたが差異
はなかった（図 8C）。 

caspase-3/7 は、アポトーシスに欠かせな

いたんぱくであるが、両 ZnOナノ粒子によ
り活性上昇が見られその程度は n型で顕著で
あった（図 9A）。また Poly (ADP-ribose) 
polymerase (PARP-1) 活性はアポトーシスに
より低下することが知られるが両 ZnOナノ
粒子により低下が見られた(図 9B)。 
細胞中 Zn濃度は n型が p型に比較して高

値を示した（図 10）。 
p 型（正孔を持つ）は酸化作用を持ち、n
型（伝導電子を持つ）は還元作用を持つ。n
型がより毒性が強く ROS も多く生成されて
いた。これは n型の還元作用により、フリ
ーラジカルが産生されることで ROS がよ
り生成されたためであると考えられる。ま
た細胞中 Zn濃度は n型が高く、細胞透過
性の差異の関与も考えられる。 
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図 6．ZnOナノ粒子投与後の 
IL-1βmRNA発現レベルと血清中 IL-1β 

図 5．ZnOナノ粒子投与後の 
TNF-αmRNA発現レベルと血清中 TNF-α  

 

図 7．ZnOナノ粒子の SEM像 

図 8. ZnOナノ粒子添加後の（A）蛍光顕微鏡による ROSと
superoxideの観察（B）細胞中 H2O2（C）GSHレベル 

図 9．ZnOナノ粒子添加後の（A）caspase-3/7 activity 
（B）PARP-1 activity 

図 10．ZnOナノ粒子添加後の細胞中 Zn濃度 
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