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研究成果の概要（和文）：母獣の気道から投与した粒子が、次世代の脳血管周囲マクロファージの細胞内形態を変化さ
せ、隣接するアストロサイトにおけるGFAならびにAQP4タンパク質を用量依存的に発現亢進することが明らかになった
。また、銀ナノ粒子の妊娠期投与（飲水経口投与）による次世代雄性生殖系への影響は、調製した銀ナノ粒子を投与直
前に凝集させても消失せず、二次粒子径に依存しない可能性が示唆された。ナノ粒子の妊娠期曝露が次世代の脳神経系
、免疫系、雄性生殖系の発達に及ぼす影響メカニズムが明らかになったことにより、この影響を制御可能にする技術開
発・研究が進むと期待される。

研究成果の概要（英文）：Exposure of pregnant mice to low-doses of carbon black and titanium dioxide 
nanoparticles (NPs) denatured PVM granules, decreased the number of normal PVMs, increased GFAP 
expression level in the astrocytic end-foot attached to PVMs with denatured granules. The expression 
levels of GFAP and Aqp4 were dose-dependently increased by CB-NP. Prenatal exposure to low-dose of silver 
NPs (oral exposure from drinking water) also affected the number of Sertoli cells and spermatocytes as 
well as its postnatal exposure, even though the NPs were agglomerated in the suspension for oral 
exposure. The testis and epididymis weights and the number of spermatogenic cells seminiferous tubule 
were also affected. The present study revealed the mechanisms underlying the developmental toxicity of 
NPs on the central nervous system, immune system, and male reproductive system of offspring.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は本研究開始以前に、意図的・非意図

的に産生される超微粒子（ナノ粒子）が母マ
ウスから胎仔脳や精巣に移行し、出生後も仔
の脳や精巣の発達に影響を及ぼすことを明
らかにしていた。これは、母マウスへの曝露
経路として経肺、経口、経皮を問わず認めら
れていた。ナノ粒子は極めて微量で影響を及
ぼす。ナノ粒子がどのような経路をたどり仔
の脳や精巣に移行するのか、なぜ極微量で長
期間にわたり仔に影響を及ぼすのかについ
て不明であった。本研究では、脳神経系及び
生殖系に焦点を当て、それらの分子的な機構
を経時的及び組織（超微細）学的観点を加え
ながら明らかにすべく研究を推進した。得ら
れる成果は、現代急増しつつある脳疾患や生
殖系の異常、また、将来起こりうる疾病の予
防に繋がる重要な基礎研究になると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 
 自閉症をはじめ、学習障害(LD)、注意欠
陥多動性障害（ADHD）など軽度の発達障害
と診断される学童の増加は著しく、大きな
社会問題となっている（環境省エコチル調査
研究 2022-2027 年）がその原因は不明である。
脳や行動の発達は遺伝情報と胎児期を含む
広い意味の環境要因の相互作用で決まると
されている（黒田洋一郎、医学のあゆみ , 
2006）。薬や環境由来の化学物質が脳の発達
障害を起こす例が示されているが、いずれ
も現代の疾患増加の原因を説明できる根拠
になっていない。我々はディーゼル排ガス
（DE）の生体影響について、マウスを用い
て胎仔期曝露の影響を検討した（CREST：
2001～2005）（基盤 B 2003~2005）。その過
程で、排ガス中の超微粒子が母体を介して
血液関門が未発達の仔の脳に移行し、生後
も脳血管周囲顆粒細胞の細胞内顆粒に蓄積
し、核の断片化を引き起こすこと、血管内
皮やアストロサイトなど周辺の細胞に影響
を及ぼすこと,小脳プルキンエ細胞死を引き
起こすことなどを世界に先駆けて明らかに
した（Sugamata ら JHS, 2006）。さらに脳
内モノアミン濃度の変動や自発運動量の変
動 を 観 察 し て い る （ Yokota ら
Neurosci.Let.2010, Suzuki ら Part. Fib. 
Toxicol. 2010）、協調運動性の低下、記憶学
習能力の低下などが認められたことから、
最近急激に増加している脳の発達障害が原
因と見られている脳神経疾患との関連につ
いて注目するに至った。さらに、我々は化
粧品基材の酸化チタンなどのナノマテリア
ルが妊娠期の母から仔に移行し、出生後の
子の脳や精巣に蓄積し、病理所見上の異変
や様々な機能変化（発達障害）をもたらすこ
とを明らかにした(Takeda ら J. Heath Sci. 
2009 (Best Paper Award 受賞)、Shimizu ら 
Part. Fib. Toxicol. 2009（Highly Accepted 
Paper の称号 , Annual Research Award 
Nominated)。 
 本研究は、ナノ粒子の曝露時期を最も感受
性の高いと考えられた妊娠期（脆弱期）に行

い、次世代への影響を検証した。この時期
は胎仔の血液脳関門、毒物代謝酵素、排出
系も未発達である。したがって、一度取り
込まれた超微小粒子の動態と周囲への影響
の解析が重要になる。また、本プロジェク
トでは特にナノ粒子の影響を最も受けやす
い末梢血管内皮や血管周囲を標的に詳細に
解析した。 
 得られる結果は、自閉症、学習障害、注
意欠陥多動性障害など脳の発達障害と考え
られている脳神経疾患について、発症要因
となり得る環境要因に焦点を当てて基礎研
究を進めることにより、ナノ粒子による生
体影響を軽減する、あるいは健康被害を未
然に防ぐための提案につながると期待され
た。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) ナノ粒子の調製と分析 
 妊娠マウス（ICR 系、C57BL/6 系）にナノ
マテリアルを投与した。材料は、生産量が
多く汎用されているもののうち、カーボン
ブラックおよび二酸化チタンを用いた。と
くに二酸化チタンは、アルミナコーティン
グにより表面性状の異なるものの影響を比
較検討した。二酸化チタンナノ粒子は懸濁
液を皮下、炭素（カーボンブラック）ナノ粒
子は懸濁液を気道（点鼻）に投与した。なお、
懸濁媒中でのナノ粒子の存在状態は透過及
び走査型電子顕微鏡、ならびに動的光散乱
法（DLS）により解析した。その結果、とく
に低濃度（低用量投与）のナノ粒子懸濁液に
ついては、マテリアルが二次粒子径も
100nm 未満というスケールに収まっている
ことを確認した。投与したナノ粒子の動態
については、とくに胎仔への移行を透過型
電子顕微鏡ならびに走査型電子顕微鏡－エ
ネルギー分散型Ｘ線スペクトロ測定装置
（FE-SEM/EDS）により解析した。 
 
 (2) 影響評価 
 次世代雄性生殖器への影響は、母体に投
与したナノ粒子の移行・蓄積ならびに精
子・精巣の超微小形態の観察により評価し
た。次世代免疫系への影響は、フローサイ
トメトリーを用いたリンパ球組成の解析と
遺伝子発現解析（機能的トランスクリプトミ
クスならびに定量的 RT-PCR）により評価し
た。併せて、産仔の免疫系組織及び血液中
miRNA の網羅的解析を行った。さらに、二
酸化チタンナノ粒子の次世代影響標的とし
て有力な脳において、影響発現メカニズム
をエピジェネティクスの観点から明らかに
するために、脳組織における DNA メチル化
プロファイルを網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 次世代雄性生殖系への影響 
妊娠マウス 1 匹あたり 0.5 µg（ヒト換算で

約 0.5～1mg／人）という低用量（高分散性）
で、二酸化チタンの仔への移行と影響が生
じることを明らかにした。また、二酸化チ
タンへのコーティング（アルミナ）の有無に
よって影響の程度に差異が生じることも示



した。二酸化チタンの次世代個体への移行
は、電子顕微鏡だけでなくX線スペクトルに
よる元素同定により厳密に検出することが
できた。次世代の雄性生殖器に移行・蓄積
する二酸化チタンナノ粒子は、いずれも二
次粒子径（凝集体としての直径）が 200 nm
以下であることが明らかになった（Kubo-Irie 
et al. J Nanopart Res 2014）。 
さらに、二酸化チタンを妊娠マウスに投

与した際に生じる胎仔及び出生仔血液中の
小分子 RNA（マイクロ RNA）の変動プロ
ファイルを解析した。その結果、次世代免
疫系及び雄性生殖器系への影響と相関する
と考えられる変化が捉えられた。 
銀ナノ粒子の妊娠期飲水投与が次世代雄

性生殖系に及ぼす影響を検証した。まず、
懸濁液中の銀ナノ粒子を低濃度の塩により
凝集させ、二次粒子径を大きくした（>200 
nm）場合でも、次世代雄性生殖系に及ぶ影
響は消失しなかった。また、投与時期によ
る影響発現を差異を検証する目的で、一部
のマウスに対し出生後にも銀ナノ粒子を投
与し、銀ナノ粒子の毒性発現に重要な曝露
時期の検証を進めている。 
銀ナノ粒子を思春期のみ投与した群に比

べ胎児期のみ投与した群 （Ag-Pre 群）では
精巣上体重量が、胎児期および思春期に投
与した群（AgH 群）では精巣重量並びに精巣
上体重量が有意に低下した。また、精細管
の各構成細胞の細胞数を測定した結果、
AgH 群のセルトリ細胞と精母細胞、Ag-Post
群のセルトリ細胞の細胞数が対照群と比較
して有意に減少していた。 

 
(2) 次世代中枢神経系・免疫系への影響 
ナノマテリアルの妊娠期曝露による次世

代免疫系への影響を、胸腺及び二次リンパ
組織の変化に焦点を当てて進めた。とくに、
炭素系ナノマテリアルの妊娠前期投与（経気
道）が次世代新生児期の胸腺のリンパ球分
化・選択に影響を及ぼし、二次リンパ組織
の T 細胞比率を低下させるというデータを
得た。また、二次リンパ組織のうち脾臓に
ついてはトランスクリプトミクス解析を行
い、T 細胞比率の低下と一致した遺伝子発
現低下を見出した。とくにカーボンブラッ
クナノ粒子の妊娠前期の投与による新生児
マウスの脾臓中 CD3 陽性（T）リンパ球の減
少に伴う、T リンパ球の分化・成熟の場であ
る胸腺における転写因子GF1ならびにNFI1
に関わる遺伝子群の発現低下が認められた。
これは、ナノ粒子の妊娠期曝露により生じ
る次世代影響を「短期間で未知の毒性も含め
て」評価するための網羅的 RNA 発現プロフ
ァイルデータ解析手法を開発したことによ
り得られた成果である。（日本薬学会 環
境・衛生部会 部会賞・金原賞受賞、梅澤雅
和、2013 年 9 月） 
一方で、同用量カーボンブラックナノ粒

子の妊娠後期投与は、次世代免疫系（脾臓）
に対しT細胞等の細胞数を著しく増加させた
（El-Sayed & Umezawa et al. Toxicology 
2015）。妊娠期間中の曝露時期の違いによる、
次世代免疫系への影響の差異が明らかにな
った。なお、次世代免疫系（脾臓リンパ球
phenotype）に対する影響発現は、一般急性

毒性（気管支肺胞洗浄 BALF 中細胞数増加）
の生じるレベルであっても低用量では消失
することが明らかになった。 
また、二酸化チタンによる次世代中枢神

経系への影響について、ナノ粒子の標的と
なる発達期中枢神経系の脳領域を遺伝子発
現パターンから明らかにする手法を開発し
た（ Umezawa et al. J Toxicol Sci 37: 
1247-1252, 2012）。本法は、免疫系を司る
細胞種のうちナノマテリアルの標的となる
ものを探索する上でも活用できると期待さ
れる。 
この次世代中枢神経系に生じる影響につ

いて、ナノマテリアルのハザード分類・リ
スク評価に資する鋭敏かつ定量的なマーカ
ーが得られた。ナノ粒子（カーボンブラック、
二酸化チタン）を妊娠期に経気道投与すると、
次世代個体の脳血管周囲の細胞（血管周囲マ
クロファージ PVM ならびにアストロサイ
ト）が鋭敏に反応することが明らかになった
（Onoda & Umezawa et al. PLoS One 
2014）。その作用の程度は、二次粒子径を同
程度にしたナノマテリアルで比較した場合、
カーボンブラックの方が二酸化チタンナノ
粒 子 に 比 し て 大 き か っ た （国 際 会 議 
Nanotoxicology 2014, Best Poster Award）。
また、この影響は大脳皮質前頭野の GFAP
タンパク質発現解析（ウェスタン・ブロット
法）により定量的に分析することが可能にな
り、ナノマテリアルの妊娠期経気道投与が
次世代中枢神経系に及ぼす影響についての
用量依存性も確認することができた。ナノ
マテリアルの曝露によるヒト健康影響に関
して、とくに次世代影響・発達毒性の考慮
は、免疫系以上に中枢神経系に及ぶ影響に
ついて考慮する必要があるようである。ま
た、二酸化チタンによる次世代中枢神経系
への影響について、その機序を DNA メチル
化プロファイルの変動から明らかにするこ
とを目指した。次世代新生児の脳における
DNA メチル化レベルは、二酸化チタンナノ
粒子の妊娠期投与（経気道）によりゲノム全
体にわたって低下する傾向が認められた。
それに伴い発現変動した mRNA 群の機能的
特徴を検証した結果、Gタンパク質共役系な
どのシグナル伝達系や免疫系に関与するも
のが抽出され、これらの機能への影響が示
唆された。 
なお、二酸化チタンナノ粒子の妊娠期曝

露は、次世代（産仔）の脳の前頭皮質ならび
に線条体におけるドーパミン及びその代謝
物を増加させたが（2013 年ファイザー賞受
賞）、酸化亜鉛の妊娠期曝露はドーパミン代
謝物量を増加させた一方で、ドーパミン自
体の量は増加させなかった。また、ナノマ
テリアルの妊娠期経気道投与により次世代
中枢神経系に及ぶ影響を、遺伝子発現を制
御する DNA メチル化プロファイルから検証
した。その結果、Pcdh9 などの複数の遺伝
子を標的として、プロモーター領域の DNA
脱メチル化に伴う遺伝子発現亢進が認めら
れた。 

 
以上、本研究では微量ナノ粒子の経気道

もしくは経口投与による次世代影響（発達毒
性）について、感受性高くかつ定量性のある



影響評価指標を明らかにした。ナノ粒子の
妊娠期曝露が次世代の脳神経系、免疫系、
雄性生殖系の発達に及ぼす影響メカニズム
について、本研究で示唆したメカニズムな
らびに影響評価指標が、この影響を制御可
能にする技術開発・研究につながると期待
する。 
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