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研究成果の概要（和文）：活性汚泥に対するSNCsの最小殺菌濃度は5 mg/Lであった。藍藻類，微細藻類に対しては硝酸
銀よりも高い毒性を示し，ナノサイズによる毒性が考えられた。水生植物に対しては溶出した銀イオンがグルタチオン
還元酵素などを阻害して根内過酸化水素の増加によるCAT活性の低下が根の伸長を阻害した。動物プランクトンの急性
遊泳阻害試験ではSNCsと硝酸銀のどちらでも影響に差がなかった。繁殖阻害試験では毒性の主要因は銀イオンであった
．魚類に対してはメダカ体長減少，心拍数低下，虚血および後湾症を誘導した。SOD，CATおよびGSHは有意に減少し，
アポトーシスの阻害が観察された。さらに内的自然増加率が有意に減少した。

研究成果の概要（英文）：Minimum bactericidal concentration of silver nanocolloids (SNCs) to active sludge 
was 5 mg/L. Toxicities of SNCs to cyanobacteria and micro algae were comparatively high, in addition, nano
-size dependent toxicity was observed. In case of SNCs exposure to aquatic plants, there was inhibition of
 roots growth because released Ag+ inhibited glutathione reductase and following increase of H2O2 in roots
 reduced catalase activity. There is no significant difference between SNCs and AgNO3 in acute mobility in
hibition test of invertebrates. Main toxic factor in reproduction test of invertebrates was Ag+. In fish, 
it was observed that shortened body length, reduction of heart beating, ischemia and kyphosis were induced
 by SNCs exposure. SOD, CAT and GSH were significantly reduced, and apoptosis inhibition was observed. Mor
eover, intrinsic growth rate of fish was significantly decreased by SNCs exposure.
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１．研究開始当初の背景 
環境汚染によるヒト健康へのリスクの多

くは，環境生態系で最も重要なクロスメディ
アである「水」の汚染に起因している。現代
社会において水の再利用は重要課題の一つ
であり，下水処理場は事業所・家庭からの排
水を適切に処理することで水資源の再利用
を可能にするとともに，水環境汚染を防止し
て河川環境の保全に最も貢献している。最近
のナノテクノロジーの急激な発達にともな
い，使用・廃棄されたナノマテリアル（タテ・
ヨコ・高さの少なくとも一辺が１億分の１メ
ートル－ナノサイズ－の化学物質）によって
生じる環境ならびにヒト健康へのリスクが
懸念されている。とくに，高い抗菌活性をも
つことから世界市場の約半数を占める銀ナ
ノコロイド（SNCs）については，使用・廃棄
後に排水に混入した場合，下水処理場の生物
処理（活性汚泥）に悪影響を与えて処理機能
の低下を引き起こすこと，さらに SNCs の水
環境への流亡と水生生物（藻類・ミジンコ・
魚類）への毒性影響が OECD（経済協力開発機
構）などで懸念されている。新規環境汚染物
質としてのナノマテリアルの水圏生態系に
おける拡散と生態影響については，柏田（代
表研究者）らが行った「河口域メゾコズムに
おけるに金ナノ粒子（直径 4nm）の食物連鎖・
生物濃縮研究（Nature Nanotechnol 4(7): 
441-444, 2009, IF=20.6）」などに限定され
ている。さらに生物体内挙動研究としては，
柏田（同）による蛍光ラテックスナノ粒子（直
径 40 nm）の透明メダカ体内挙動研究が代表
的 な 研 究 事 例 で あ る （ Environ Health 
Perspect 114 (11) 1697-1702, 2006, IF=7.1, 
被引用数 45）。SNCs の生態影響としては，活
性汚泥の硝化作用阻害（Water Res in press），
緑藻の光合成阻害（Environ Sci Tech 42 
8959-8964 2008）,ミジンコへの取り込み
（Environ Sci Tech 44 7699-7704 2010），
ゼブラフィッシュの胚発達阻害と孵化率低
下（Nanotechnol 19: 255102, 2008)が報告
されているが，SNCs の毒性作用機序の詳細は
また報告されていない。柏田（同）は予備検
討の結果，SNCs(直径 3.6 nm)をメダカ受精胚
に６日間曝露（0.5mg/L）した結果，酸化作
用および胚発達における強い形態形成異常
を確認した。しかし pH 依存的に解離する銀
イオンの作用機序が不明確であるので，毒性
影響が SNCs 由来であるのか，解離した銀イ
オン由来であるのかは全く不明である。銀イ
オンとして硝酸銀を用いた研究例はあるが，
強い酸性を示す硝酸銀水溶液に含まれる銀
イオンによる影響を「銀イオンのみ」の試験
結果として採用することは難しい。そこで
SNCs を任意の間隔で形成する新規ナノテク
ノロジーを応用して作製した「SNCs 固相化ウ
ェルプレート」を用いて，解離銀イオンのみ
の生態毒性を評価する手法を開発した。また
化学物質の生態リスクは，個体群理論に基づ
いて評価（柏田，立田ら，Environ Toxicol 

Chem 27(11): 2397-2402. 2008.IF=2.7）す
ることが妥当である。そこで本研究では，活
性汚泥・水生植物・藻類・ミジンコ・メダカ
に対するSNCsおよび解離銀イオンの毒性を，
個体群生態学における内的自然増加率（個体
群の成長・衰退を予測する指標）を求めるこ
とで，包括的な水環境生態系リスク評価を行
うことができる。以上の理由から，本申請に
至った。 
 
２．研究の目的 
 SNCs および独自に開発した「SNCs 固相化
ウェルプレート」を用いて，水環境保全のた
めに重要な要素である下水処理場の活性汚
泥，水圏生態系の重要な構成要素である水生
植物・藻類・動物プランクトン群集・魚類へ
の SNCs の生態毒性を検討する。活性汚泥に
おける微生物群集および水生植物・藻類・動
物プランクトン群集・メダカの生命表データ
（呼吸・光合成・成長，産卵数，受精率，孵
化率）といった表現形質への影響を明らかに
するとともに，SNCs 毒性評価のためのバイオ
マーカー（毒性試験方法）を開発する。SNCs
の環境挙動を明らかにするために，活性汚
泥・水生植物・藻類・動物プランクトン群集・
メダカにおける SNCs の吸着と濃縮あるいは
取り込みと排出をコンパートメント速度論
的に解析して，生態系内挙動を明らかにする。 
生命表データをもとに，活性汚泥，水生植

物，藻類，動物プランクトン群集およびメダ
カに対する SNCs の影響を，生命表データに
基づく内的自然増加率を計算することによ
り評価する。以上を総括して，「排水の生物
処理（活性汚泥）→水生植物・藻類→動物プ
ランクトン群集→魚類（メダカ）」という環
境水フローに従って SNCs の水環境における
生態リスクを詳細かつ包括的に評価する。 
 
３．研究の方法 
環境負荷が高く使用量も多い SNCs の水環

境生態系への影響を評価するために，環境水
フローに従って「活性汚泥，水生植物，藻類，
動物プランクトン群集およびメダカ」におけ
る毒性評価手法の開発を行う。さらに個体群
理論に基づく生命表データ解析による詳細
かつ包括的な生態リスク評価を行う。 
(1) 活性汚泥，水生植物，藻類，動物プラン
クトン群集およびメダカにおける SNCs の生
態毒性評価：SNCs 固相化ウェルプレートを用
いた毒性発現メカニズム解析（バイオマーカ
開発）と生態系内挙動研究。 
(2) SNCs の詳細かつ包括的な生態リスク評
価：個体群理論解析（生命表データ解析）に
基づくSNCsの生態影響の包括的リスク評価。 
 
４．研究成果 
(1) 活性汚泥 
SNCs を用いて、排水処理過程における生処

理装置への排水処理効率に及ぼす影響を評
価した。また、排水処理後に水環境中に SNCs



が流出することを想定し、一次生産者である
藍藻類とその捕食者の原生動物に対する影
響を評価した。下水処理場より活性汚泥を採
取し、人工排水を用いた連続培養法により馴
養した。馴養した活性汚泥の真正細菌群集構
造を 16S rRNA 遺伝子を用いて確認したとこ
ろ、Nitrosomonas sp.が優占していた。この
馴養した活性汚泥を用いて、SNCs の最小殺菌
濃 度  (Minimum Bactericidal 
Concentration; MBC) を求めるとともに、回
分実験（SNCs =0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10 
mg/L）および連続実験（SNCs =0, 0.5, 1.0 
mg/L）を実施した。 
 馴養した活性汚泥に対する SNCs の MBC は、
5 mg/L であった。同時に、OH ラジカルが細
胞内で発生し殺菌すると報告があるニュー
キノロン系抗生物質の馴養した活性汚泥に
対する MBC を求めたところ 640 mg/L であっ
た。一方、回分実験では SNCs 0.1 mg/L 以上
で、連続実験では、SNCs 0.5 mg/L および 1.0 
mg/L でアンモニア酸化阻害と亜硝酸酸化阻
害が認められた。連続実験では、興味深いこ
とに SNCs 0.5 mg/L では、曝露開始から 48 h
までは、コントロール（SNCs 0 mg/L）と比
較して、窒素処理効率が上昇した。この際の
リアクター中の銀イオン濃度は、1.0 µg/L未
満であった。曝露開始から 48 h 以降は、徐々
に窒素処理効率は悪化した。他方、SNCs 1.0 
mg/L では曝露開始から直ちに窒素処理効率
は悪化した。SNCS 1.0 mg/L では、曝露開始
24 h で銀イオン濃度は 3.0 µg/L 程度であっ
たが、SNCs 0.5 mg/L では曝露開始 576 h で
銀イオン濃度が 1.0 µg/Lを超えていた。2012
年度までの銀イオンのみの影響評価が可能
な「銀ナノ粒子固相化ウェルプレート
（SNPP）」を用いた結果と今年度の結果から、
銀イオンが毒性影響を与えると考えられた。 
  藍藻類の捕食原生動物に対する SNCs の
影響は、Cytoviva 顕微鏡分析システム
（Cytoviva 社、株式会社日本レーザー）を用
いた観察からネクローシスによるものであ
ると考えられた。また観察から藍藻類は細胞
破裂を起こしていたため、細胞内イオン濃度
が撹乱されたと予想された。SNPP を用いた影
響評価から、SNCs の毒性は銀イオンであるこ
とが推測された。また藍藻類もその捕食原生
動物も銀イオン濃度 20 µg/Lで強く毒性影響
を受けることがわかった。藍藻類は、SNCS 曝
露により増殖に影響が見られたが二次代謝
産物の産生量には影響はなかった。藍藻類の
増殖抑制は SNCs 曝露中に観察されたが、藍
藻類捕食原生動物は、最大増殖量は変わらず
増殖遅延が起こることがわかった。さらに、
藍藻類捕食原生動物の対数増殖期において
SNCS を曝露すると最大比増殖速度が有意に
減少することがわかった。 
(2) 藻類 
 ムレミカヅキモの生育速度を指標とし
SNCs の毒性評価を行った。ムレミカヅキモは
国立環境研究所微生物保存施設のNIES-35株

（ Psedokirchneriella subcapitata 
(Korshikov) Hindák）を用いた。曝露実験で
は SNCs の粒子としての毒性、銀イオンとし
ての毒性について比較を行うために SNCs と
硝酸銀の２種類を用いた。また培養条件とし
て震盪培養と静置培養の２通りを用いた。96
時間の短期曝露実験において、震盪培養では
SNCs 曝露において硝酸銀曝露よりも高い毒
性が示され、半数効果濃度（EC50）は SNCs
で 22 ppb、硝酸銀で 27 ppb であった。一方、
静置培養では２種の銀種間で差はなく EC50
はどちらも 32 ppb であった。２つの銀種に
おいて静置培養では震盪培養と比較して銀
毒性が低減していることが示唆された。震盪
培養での結果から、SNCs では銀イオンの溶出
による毒性効果だけでなく、粒子としての毒
性、あるいは細胞への付着等による毒性の顕
在化が考えられる。 
 長期曝露の実験では、高濃度（150 ppb）
の SNCs 曝露条件下においても生育が認めら
れた。曝露する SNCs 濃度の上昇に比例して
増殖が開始するまでの誘導期が長くなり、
150 ppb の曝露区では、培養開始から 200 時
間以上経過した後に細胞の増殖が認められ
た。しかしながら、いずれの銀曝露濃度にお
いても増殖が開始した後の生育速度は銀曝
露を行っていない対象区とほぼ同程度であ
り、最初に曝露された SNCs は、細胞により
時間をかけて無毒化されている、死んだ細胞
に固定されている、あるいは銀毒性に対する
耐性を獲得していることが示唆された。各処
理区の細胞について、細胞内の金属含有量を
測定したところ、処理した銀濃度の上昇とと
もに、細胞内の銀含有量が増加していた。重
金属の細胞内含有量についても同様に処理
した銀濃度とともに細胞内の濃度が上昇し
ていていた。細胞内の金属濃度について静置
培養と震盪培養した細胞を比較すると、毒性
の低い静置培養で金属濃度の上昇率が低い
ことから、生育速度の測定で認められた SNCs、
硝酸銀の毒性は銀処理により引き起こされ
る重金属に関連している可能性が示唆され
た。一方、金属の吸収量が増加していた事か
ら、TEM-EDX を用いて SNCs、硝酸銀に由来す
る重金属の細胞内局在変化を解析したが、ど
の処理区においても細胞内に銀やそれ以外
の重金属の局在は検出されず、極端な局在の
変化はないものと予想された。今後は、長期
曝露実験下での銀の化学形態解析、SNCs と硝
酸銀曝露、また震盪培養と静置培養での重金
属吸収や重金属耐性に関連する遺伝子群の
発現比較を行う事により、SNCs に特有な毒性
機構の解明に寄与できるものと考える。 
(3) 水生植物 
水生植物のモデルとしてのイネを用いて，

SNCs がイネの生育、特に根の伸長に与える影
響とその毒性発現メカニズムを明らかにす
ることを目的とした。グロースチャンバー内
で水耕栽培した播種後1週のイネに、SNCs（0, 
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/L）を水



耕液中に添加したところ、イネの根は濃度依
存的に伸長が阻害されており、0.05 mg/L と
いう低濃度処理区でも未処理区に比べて有
意な伸長阻害が確認された。そこで、伸長阻
害の要因を探るために、阻害が現れる直前の
時期（0.5 mg/L 処理 3日後）の根を用いて根
の生理機能の解析を行った。SNCs および同濃
度の Ag+で処理した根では、NH4

+の吸収速度が
低下しており、エバンスブルー染色により根
の表面細胞へのダメージが確認された。また
このとき、根の H2O2含量はコントロールに比
べて著しく増加していた。一方で、カタラー
ゼ（CAT）およびグルタチオン還元酵素（GR）
の活性はコントロールに比べて低下してい
た。これらのことから、根では SNCs および
Ag+処理により酸化ストレスを生じているこ
とが考えられた。さらに、H2O2 蓄積量の増加
はSNCsとAg+との間で違いが見られなかった
ことから、SNCs の毒性は、SNCs から溶出し
た Ag+によるものと考えられた。 
CAT 失活の要因を調べるために、精製 CAT

を SNCS および Ag+で処理したところ、活性低
下は見られなかった。このことから、根にお
ける CAT の活性低下は Ag+による直接阻害で
はなくH2O2の蓄積によるものであることが示
唆された。一方で、GR の失活要因を調べるた
めに、精製 GR に SNCs および Ag+で処理した
ところ、濃度依存的に活性が低下した。一方、
5 mM という高濃度の H₂O₂処理によっても GR
活性に変化はなく、10 mM 以上で緩やかな活
性の減少が確認された。よって、SNCS 処理に
よる GR 活性の低下は、酸化ストレスによっ
て生じた H₂O₂ではなく、SNCs より溶出した
Ag⁺により直接的に阻害を受けることと考え
られた。 
(4) 動物プランクトン 
 SNCs と硝酸銀について，ミジンコ急性遊泳
阻害試験および繁殖阻害試験を行い，毒性を
比較した。実験に使用したオオミジンコ
（Daphnia magna）は NIES 系統，カブトミジ
ンコ（D. galeata）は霞ケ浦から，ゾウミジ
ンコ（Bosmina longirostris）は諏訪湖から
単離・培養したクローンである。各種影響濃
度は試験水中の総銀濃度および銀イオン濃
度（化学平衡モデルから推定）を用いて算出
した。急性遊泳阻害試験では，SNCs と硝酸銀
のどちらに対しても 3 種のミジンコの 48-h 
EC50 は大きく異ならなかった。毒性は SNCs
（総銀濃度）よりも硝酸銀（銀イオン）のほ
うが 10 倍程度高く，ナノ粒子特有の強い毒
性は確認されなかった。ただし，各ミジンコ
に対する SNCs の 48-h EC50 は銀イオン濃度
で計算すると硝酸銀に近い値となった。 
繁殖阻害試験は D. magnaと D. galeataに

ついて行い，全生活史データを取得した。試
験データから純繁殖率と成熟までの生存率
に対する EC10，内的自然増加率がゼロになる
ときの銀濃度を算出した。急性遊泳阻害試験
と同様に，各毒性値は銀イオン濃度を用いて
算出すると SNCs と硝酸銀が近い値を示すこ

とが分かった。総銀濃度で考えると，SNCs の
純繁殖率への EC10 は 48-h EC50 の 7-10 倍と
なった。これは，溶液中の総銀濃度に占める
銀イオン濃度の割合が，急性毒性試験と比較
して非常に低くなるためである。繁殖阻害試
験における銀イオン濃度の低下は，藻類によ
る取り込みや藻類由来の有機物との錯体形
成などによると考えられる。そのため，SNCs
による繁殖への影響を評価する際に総銀濃
度を用いると，毒性を過小評価する恐れがあ
る。 
また，個体レベル試験（急性，慢性毒性試

験）で得られた結果が群集レベルでも当ては
まるのかを検証するため，プランクトン群集
への SNCs の曝露実験を実施した。これにつ
いては現在サンプル分析中である。 
(5) 魚類 
SNCs のζ電位と粒子径の計測により，ERM

中のような塩を含む分散媒中では SNCs は凝
集する傾向があることが示唆された。また pH
ごとのζ電位および粒子径に有意な差は見
られなかった。また，曝露試験の結果，体調
の減少，心拍数の低下，虚血および後湾症を
呈す奇形がみられた。試験後，酸化ストレス
マーカーである SOD，CAT および GSH の活性
は対照区と比較して有意に減少しており，曝
露区においてROS産生の初期経路における酸
化ストレスであることが示唆された。またア
ポトーシスの引き金となるcaspase-3の活性
は，対照区と比較して有意に減少した。NAC
処理区ではcaspase-3の活性が対照区の活性
と同程度に回復することが明らかになった。
アポトーシス実行時に必要とされるATPの量
も SNCSs曝露区において有意に減少したこと
から，アポトーシスの抑制は酸化ストレスに
よる酵素活性および生成阻害に起因するこ
とが示唆された。マイクロアレイ解析の結果，
ctsl および atp2a1 の発現量が低下した。
cathepsin などのリソソームに含まれるタ
ンパク質分解酵素はアポトーシスシグナル
の開始や伝達に関わっていることから，ctsl
の発現量低下によりアポトーシスが抑制さ
れたことが示唆された。また atp2a1 の発現
の抑制は，管状心臓などの心臓の奇形を誘導
することが知られている。さらに酸化ストレ
スに関連した遺伝子群は発現量が向上した
ため，SNCs は酸化ストレス原因物質であるこ
とが遺伝子レベルにおいても示唆された。メ
ダカ個体群の再生産試験の結果，曝露後の成
魚までの生存率は曝露区において有意に低
かった。その他の生命表データは成魚の GSI
のみ有意な差が見られた。内的自然増加率 r 
は対照区と比較して曝露区は有意に減少し
た。これには生存率低下が最も影響している
と考えられ，低濃度の SNCs 曝露であっても
長期的な毒性を呈し，その個体数を減少させ
ることで次世代へと大きな影響をもたらす
ことが示唆された。本研究の成果は SNCs の
メダカ孵化仔魚に対する毒性影響のエコト
キシコゲノミクス研究および SNCs の毒性影



響評価法における先進的な貢献であり，今後
行われるナノマテリアルの毒性およびリス
ク評価の参考となることを期待したい。 
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