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緒　言

　本研究は、脳への透過性が懸念されているナノサイズの粒子について、（１）曝露頻度の高い粒子を中心に透過性を
「定量的」に評価すること、また、（２）脳への透過･排出機構について明らかにすることを目的とする。本研究を遂行
することにより、ナノ粒子の脳への透過性について、簡便にスクリーニングを行う方法を構築し、定量データに基づい
たリスク評価を行う研究基盤を構築する。
　近年、機能性の高いナノ粒子が大量生産できるようになり、食品･化粧品･印刷など、身近な製品の品質を向上させて
いる。また、ナノ薬剤の開発なども進められており、米国 FDA には 100 種類を超えるナノ薬剤が申請されている。更
に、環境問題にもなっている PM2.5 にも多くのナノ粒子（PM0.1）が含まれている。
　このように、我々の身近に存在するナノ粒子ではあるが、安全性については解明途上である。現在、日本･欧米を中
心として、細胞や実験動物を使用した毒性評価が進められており、吸入暴露による肺への傷害、癌化への影響などが報
告されてきた。また、最近の研究結果からは、脳へのリスクが懸念されている。東京理科大学･武田教授ら、大阪大学･
堤教授らの研究では、（１）妊娠マウスへのナノ粒子投与によって、胎仔の脳に到達すること、（２）皮膚へのナノ粒子
の塗布で、脳に移行することが報告された。このことから、脳関連疾患へのリスク評価に対する関心が高まっている。
　脳に対するナノ粒子の影響については、主として実験動物を対象とした評価が行われている。現在までに、透過性の
有無、血管周辺の炎症反応、及びうつ症状の傾向などが明らかとなってきた。しかしながら、これまで行われてきたナ
ノ粒子の安全性評価法には課題がある。それは、ガイドラインなどの標準手法が確立されていないことによる評価手法
の非統一性である。これまでに標準化ができない背景には、ナノ粒子が薬剤とは異なる動態（移行性･分布･分散性）を
示し、更に、粒子ごとに異なる挙動を示すという難しさがある。この難しさのため、多くの論文では、他の論文とは異
なる濃度や異なる投与･曝露方法が使われており、更に、定量的な評価が行われていない報告も散見される。このよう
に、脳への移行性に対して、現状では論文間での比較や、リスク評価のための定量的なデータの検証が難しい場合が多
い。
　そこで本研究では、脳に透過するというリスクについて、定量的なデータに基づき評価するための研究基盤を構築し
たいと考えている。これまでに、筆者らは細胞を用いたナノ粒子の安全性評価と毒性機構の解明に取り組んできてお
り、 特に、半導体･シリコン･シリカ粒子について報告してきた１-７）。
　近年、我々はこれらの研究成果を生かし、血液脳関門モデル（BBB モデル）と細胞･組織で構成された脳のボトムア
ップモデルによる安全性評価法の開発に取り組んできた１,２）。現在までに明らかになった重要な点は、BBB モデルによ
ってナノ粒子の透過性が定量的に評価できる可能性を、動物試験との比較で示したことである（定量データ Papp の導
入）１）。製薬分野で薬剤移行の評価に使われてきた定量的な透過係数（Papp：移行しやすいほど高い）を、ナノ･マイ
クロ粒子の評価にも適用し、動物曝露試験の結果と整合性があることをシリカ粒子等で示した。定量化によってデータ
の検証がしやすくなり、他の粒子との比較が簡便になる。更に、市販医薬品の透過係数とも比較できるようになり、動
態予測がしやすくなる。
　また、BBB モデルを使った筆者らの研究からは、脳毛細血管内皮細胞へのダメージがナノ粒子の透過性機構の一部
を規定する可能性が示唆されていた１）。そこで、本課題では、ナノ粒子共存時の血管内皮細胞の挙動に焦点を当て、透
過機構について検討を行った。
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方　法

　ラット脳毛細血管内皮細胞、脳毛細血管内皮細胞用培養液、脳毛細血管内皮細胞用コーティング液、及び脳毛細血管
内皮細胞用コート済みプレート（24 well）はファーマコセル株式会社から購入した。また、リアルタイム細胞アナラ
イザー RTCA　iCelligence システム、及び E-plate L8 は、ACEA Biosciences 社製のものを用いた。ナノ粒子は、既
報論文１）で BBB モデルでの透過性を確認した 30 nm シリカ粒子（Sicastar-red 30、Micromod Partikeltechnologie 社
製）を用いた。
　細胞観察による検討では、24 well plate に内皮細胞を 10,000 cells/well の密度で脳毛細血管内皮細胞用培養液に懸濁
し培養を開始した（5 % CO2、37 ℃）。８日間培養の後、３種類の濃度（0.01、0.1、または 1 mg/mL）のシリカナノ粒
子を添加し、60 分後に顕微鏡（BZ-9000、キーエンス社製）による観察を行った。
　リアルタイム細胞アナライザーによる検討では、脳毛細血管内皮細胞用コーティング液でコートした E-plate L8 を
用いた。E-plate L8 の各ウェルにコーティング液を 100μL 加え、4 ℃で一晩静置した。静置後、コーティング液を除
去しクリーンベンチ内で風乾、更に、紫外線照射を 30 分間行った。このコートした E-plate L8 に 40,000 cells/well で
内皮細胞を播種、室温で 30 分間静置した。その後、37 ℃で 1 日培養し、1.0 mg/mL になるようにシリカナノ粒子の
溶液を加え、約１時間、電気抵抗値（Cell index）を測定した。

結　果

　脳毛細血管内皮細胞に対して、30 nm のシリカナノ粒子を 60 分間添加培養し、観察した結果を図 1 に示す。粒子な
しのコントロール（a）、及び 0.01-1 mg/mL の粒子を添加した細胞の観察像（（b）-（d））には、見かけ上大きな変化
は観察されなかった。

図 1． ナノ粒子添加培養後の観察像
ラット脳毛細血管内皮細胞を培養後、30 nm のシリカナノ粒子を各濃度で添加し、60 分後に顕微鏡で観察した。

　リアルタイム細胞アナライザー iCelligence による検討結果を図 2 に示す。37 ℃で培養を開始してから、12 時間後に
は Cell index が定常状態（約 2.9-3.0）に達しており、内皮細胞がしっかりとプレートに定着したことがわかる。シリカ
ナノ粒子を添加することによって、添加直後から Cell index が大きく低下し、測定開始から 60 分後には細胞を播種し
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た直後の状態とほとんど変わらない値となった（Cell index: 1.8→0.1）。一方、ナノ粒子を添加しなかったコントロール
では、Cell index に大きな変化は見られなかった（Cell index: 2.8→3.0）。

図 2． 脳毛細血管内皮細胞の培養時、及びナノ粒子添加時における電気抵抗値の経時変化
（a）細胞の播種からナノ粒子添加前における電気抵抗値（Cell index）の経時変化。（b）30 nm のシリカナノ粒
子を添加した際の Cell index の経時変化。緑色の線はナノ粒子添加群、赤色の線はナノ粒子を添加していない
対照群を示す。（b）の矢印はナノ粒子を添加した時間を示す。

考　察

　以上の結果から、ナノ粒子添加後１時間では、顕微鏡による細胞観察像に大きな変化が見られないものの、細胞の結
合状態には変化が起きている可能性が示唆された。我々の既報論文の結果からは、30 nm のナノ粒子を添加した BBB
モデルにおいて、透過係数が向上するとともに、細胞傷害性が示唆される観察結果が得られていた１）。今回、得られた
結果からは、早期の段階で電気抵抗値が低下しており、BBB モデルにおいて、細胞とフィルター、または細胞同士の
結合が緩み、ナノ粒子の透過性を向上させていることが示唆される。本法を応用することで、ナノ粒子の血液脳関門透
過性について、Cell index から予測できる可能性があり、より簡便な評価系が構築できる可能性がある。今後、細胞の
結合状態を変化させる機構を解明することで、より効果的なナノマテリアルの安全性評価法の構築に貢献したい。
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