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Silver nanoparticles (AgNPs) are commercially used mainly as antibacterial reagents in wound dressing and deo-

dorant powders. However, the mechanisms underlying Ag toxicity in mammals are not fully understood. In the present

study, we assessed cellular distribution and toxicity of AgNPs and AgNO3 in mouse macrophage cell line (J774.1) and

those of AgNO3 in human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) focusing on behavior of metallothionein (MT).

J774.1 cells were exposed to 0100 mg Ag/mL AgNPs or AgNO3 and BEAS-2B cells were exposed to 0100 mM AgNO3

for 24 h. The cytotoxicity was assayed by a modiˆed MTT method. The cellular concentration and distribution of Ag

were evaluated by inductively coupled plasma-mass spectorometry (ICP-MS) and laser scanning microscopy. Distribu-

tion of Ag to MT and other proteins was determined using HPLC-ICP-MS. Most AgNPs were found in lysosomes in

J774.1 at 3 h after post exposure. Ag was distributed to high molecular weight proteins in AgNPs-exposed cells, while

most Ag was bound to MT in AgNO3-exposed cells. In AgNO3-exposed BEAS-2B cells cellular Ag concentration and

Ag-bound MT (Ag-MT) were sharply increased up to 3 h and then decreased. ROS production appeared to cause reloca-

tion of MT-bound Ag to mitochondria, which evoked inhibition of electron transport chain. AgNPs were sequestered by

high-molecular weight proteins rather than MT, probably because they were taken up by lysosomes before induction of

MT.

Key words―silver nanoparticle; metallothionein; mitochondria; reactive oxygen species; inductively coupled plasma-

mass spectorometry

1. はじめに

銀は古来より，装飾品・食器などの極めて身近な

元素として利用されてきた．現在では，主に医療分

野と産業分野で汎用されている．前者では，医薬

品，手術器具や創傷被膜剤など抗菌性を目的とした

ものが多くを占め，また，後者においては，銀の特

性である電気及び熱伝導率，可視光線の反射率を利

用して，パソコンの半導体，テレビ，携帯電話の液

晶画面の素材など，私たちの生活環境に幅広く浸透

している．現在，世界的なナノテクノロジーの発

展・応用により，銀をナノ粒子として用いる方法が

主流である．銀ナノ粒子は更なる応用性が期待され

ている一方で，環境中に放出された後どのような化

学形態及び形状で存在し，ヒトの健康に影響を与え

ているかについては不明な点が多い．ここでは，筆

者らが行ってきた銀ナノ粒子と銀イオンの細胞内分

布に基づく毒性のメカニズムについて述べる．

2. 曝露形態における銀毒性と規制への取り組み

Edward らは銀溶液を飲み水として与えたマウ

ス，ラット，豚の臓器を，電子顕微鏡を用いて調べ

た．その結果，腎臓，肝臓，甲状腺そして膵臓の各

組織において，銀の顆粒状沈着を確認している．1)

この銀の沈着は，銀皮症（argyria）と呼ばれてい

るが，皮膚への不可逆的な沈着のみならず，組織や
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器官などへの沈着を含めて広くこの名称が使われて

いる．これまで，ヒトへの銀の慢性曝露により発症

する代表的な疾患として，argyria や結膜銀症（con-

junctival argyrosis）が知られており，銀が不可逆

的に沈着する例が多数報告されている．2,3) これらの

疾患は，経口，吸入，経皮の 3 つの曝露形態を通し

て引き起こされると考えられている．

経口曝露の例として，歯科治療で用いられるアマ

ルガムからの銀溶出や，殺菌を目的とした銀フィル

ターを介した濾過飲料水を摂取するという事態が想

定されている．実際に，アマルガムによる銀溶出の

結果，軟部組織や血中，髪の毛，尿中において銀の

存在が確認されている．4,5) 天然水に含まれる銀の濃

度は 0.2 mg/L であるが，これを銀製のフィルター

を介して処理すると，飲料水中に含まれる銀濃度は

50 mg/L になるという報告もある．しかし，ほとん

どの銀は不溶性の塩化銀として存在すると考えられ

るため，飲料水によるヒトへの健康影響は，問題は

ないと考えられている．6)

コロイド銀の製法過程や銀，酸化銀，硝酸銀など

作業場における吸入曝露によっても，argyria や ar-

gyrosis が起こることが知られている．7,8) 吸入曝露

した銀や銀化合物は，ムコイドや肺胞界面活性物質

に結合し肺胞上皮を通して吸収される．肺に沈着し

た銀は，肺胞マクロファージを介して体内に吸収さ

れるという説9)と，肺胞マクロファージの貪食能に

より，体内への吸収を抑制するという説がある

が，6) この点については明白でない．

皮膚接触による曝露の例として，銀含有化合物の

多くは，ヒトの皮膚表面における抗菌作用を有する

ことから，やけどなどの創傷治療を目的とした医薬

品の塗布が考えられる．しかし，皮膚表面に多く存

在するケラチンやリン脂質が，皮膚からの銀流入に

対するバリアーとして働くことが知られていること

から，10,11) argyria や argyrosis の多くは，吸入や経

口によって引き起こされる可能性が高いと考えられ

る．

以上の報告例から，ヒトへの健康被害を軽減する

ため各国の政府機関によって銀制限量が提示されて

いる．米国労働安全衛生局（Occupational Safety

and Health Administration; OSHA）と米国鉱山安

全衛生局（Mine Safety and Health Administration;

MSHA）は銀及び水溶性銀化合物の許容曝露限界

値（permissible exposure limit; PEL）を 0.01 mg/m3

と設定している一方で，米国産業衛生専門家会議

（American Conference of Governmental Industrial

Hygienists; ACGIH）は，職業上の許容濃度の勧告

値（threshold limit value; TLV）として，0.1 mg/m3

を設定している．各機関によって採用している数値

は異なるが，わが国においては，現在のところ，職

業上の許容曝露濃度として，0.01 mg/m3 という数

値をすべての銀化合物において採用している．12)

3. 銀イオンの細胞毒性

細胞毒性レベルでは，増殖抑制や DNA 合成抑

制，13) マクロファージの形態変化や生存率の減少，14)

脂質過酸化の上昇やチオール化合物の減少15) な

ど，様々な生体影響を及ぼすことが報告されてい

る．しかしながら，生体に取り込まれた銀の分布

と，その結果起こり得る毒性発現機構については不

明な点が多い．In vitro 研究において，培養細胞に

銀を曝露すると，濃度依存的に細胞毒性が増大する

ことが知られており，その細胞毒性を引き起こす一

因として活性酸素の産生が考えられている．16) 活性

酸素を産生する部位については様々な報告があ

る．17) 銀は細胞内に取り込まれたのち，核，ミトコ

ンドリア，リソソームなどの細胞内オルガネラに蓄

積し，毒性を引き起こすことが報告されてい

る．1820) しかしながら，銀の分布と毒性発現を関連

づける報告は少ない．核，ミトコンドリア，リソ

ソームなど各オルガネラへの銀分布が，アポトーシ

スやネクローシスに代表される細胞死を引き起こす

には，多くの細胞内イベントが存在すると想定され

る．2124)

このような背景の中，銀の細胞内分布，銀結合タ

ンパク質の挙動や局在を詳細に解析する必要がある

と考え，ヒト上皮細胞である BEAS-2B 細胞に

AgNO3 を曝露した際の細胞内の銀分布に着目して

研究を行った．AgNO3 の細胞毒性は用量依存的に

増大し，IC50 は 2.5 mM と算出された．細胞培養液
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Fig. 1. Distribution and Behavior of Silver in Human Bron-
chial Epithelial Cells
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中の銀濃度は 0 時間から 12 時間の範囲で時間依存

的に減少したが，その後は一定値を示した．細胞内

の銀分布は，時間依存的に可溶性画分から不溶性画

分に移行していくことが分かった．可溶性画分中に

存在する金属結合タンパク質と銀分布を詳細に比較

するため，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

に，誘導結合プラズマ質量分析装置（inductively

coupled plasma mass spectrometry; ICP-MS）を組み

合わせた HPLC-ICP-MS による解析手法を用いた

ところ，銀の多くはメタロチオネイン（MT）に結

合した状態で存在していることがわかった．MT

は，分子量 60007000 Da の低分子タンパク質であ

り，哺乳動物では 60 前後のアミノ酸残基により構

成されている．4 種類のアイソフォームの存在が知

られており，MT-I 及び MT-II は，哺乳類の組織中

に普遍的に存在する一方で，MT-III は神経細胞，

MT-IV は舌や食道などの重層扁平上皮細胞など組

織特異的な発現を示す．MT の構成アミノ酸の 30

％は，システイン残基で構成されており，必須元素

である亜鉛や銅と結合し，これらの必須金属元素の

ホメオスタシスに関与していると考えられている．

その一方で，MT は有害金属であるカドミウム，水

銀，銀，鉛にも親和性を持つことから，生体防御因

子としての役割も併せ持つ．25,26) これまで，やけど

の治療目的で銀を塗布した際の創傷部位における

MT の発現が報告されていたものの，27,28) 銀の分布

と毒性発現において MT の関与を決定的に結論づ

けた報告はなかった．筆者らはこの MT の細胞内

動態に着目し，細胞内に取り込まれた銀は，曝露後

3 時間までに MT の存在する可溶性画分中に分布

し，以後は不溶性画分中へ移行することを見い出し

た．曝露初期において，可溶性画分中に存在する銀

の 90％は MT と結合していたが，以後，銀を結合

した MT は減少し，MT の mRNA 量も同様の発現

パターンを示すことが分かった．

次に，不溶性画分へと移行した銀が，ミトコンド

リアの呼吸鎖に影響を与えているのではないかと考

え，共焦点レーザー顕微鏡を用いて，オルガネラ

マーカーと活性酸素プローブ（CMH2-DCFDA）の

二重蛍光染色による評価を行った．この結果，活性

酸素（reactive oxygen species; ROS）はミトコンド

リアで発生していることが分かった．これまでも毒

性の高いヒ素やカドミウムがミトコンドリアの電子

伝達系に作用し，ROS の産生を促すという報告が

されていたため，29,30) 銀による電子伝達系への作用

を調べるため，ラット肝臓よりミトコンドリアを抽

出し，電子伝達系の酸素消費活性と呼吸鎖複合体

（complex IIV）活性を調べた．29) この結果，銀は，

電子伝達系の酸素消費を抑制し，その原因が com-

plex の阻害によって引き起こされ，結果として

ROS を発生させるというメカニズムが明らかとな

った（Fig. 1）．これらの結果から，細胞内に取込

まれた銀は，早期の段階で MT によって捕捉され

るが，同時に捕捉しきれなかった銀による直接的な

ROS 産生により，いったん結合した銀がメタロチ

オネインの捕捉を逃れ，ミトコンドリアに再分布す

ることで電子伝達系を阻害し，これが大量の ROS

産生を増大させ，細胞死を誘導するのではないかと

考えられた．31)

4. 銀ナノ粒子の細胞毒性

ナノマテリアルは 21 世紀に入り，科学技術の進

歩とともに多くの製品に使用されるようになってき

た．2008 年の時点で，現在上市されているナノ含

有製品は少なくとも 600 品目を超え，現在でも週に

34 品目が新たに作られている．この 600 品目のう

ち 140 品目が銀含有製品であり，銀ナノ粒子含有製

品は他のナノ含有製品よりも多い．その多くは，デ

オドラントスプレーや消臭作用を謳った衣料品，抗

菌性を目的とした医療器具，殺菌・殺虫を目的とし

た洗濯機や農薬である．

これまでに報告されている銀ナノ粒子の有害情報

は多岐に渡るが，ここでは生殖・発生毒性，神経毒
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性，肺毒性，遺伝毒性の 4 項目について紹介する．

生殖・発生毒性について銀ナノ粒子の毒性を in

vitro 試験にて示唆した報告がなされた．この中で，

Braydich-Stolle らは，マウス生殖細胞に 5 mg/mL 以

上の銀ナノ粒子を曝露させた結果，ミトコンドリア

機能の低下，細胞生存率の減少，細胞毒性マーカー

の指標エンザイムである乳酸脱水素酵素（LDH）

の漏出が起きることを報告している．21,32) Li らは，

マウス桑実胚と胚盤胞を用いて，銀ナノ粒子と銀イ

オンを曝露した際の影響を調べた．その結果，in

vitro 試験での胚発育は，銀ナノ粒子の曝露によ

り，着床後の発育率低下が示されたほか，in vivo

試験でも，着床率が有意に減少し，胎盤や胎仔の重

量は対照より減少することが分かった．また，この

現象の背景に，銀ナノ粒子が，マウス胚盤胞にアポ

トーシスを誘導することや，内部細胞塊と栄養外胚

葉の細胞増殖を抑制しアポトーシスを誘導すると考

えられている．すなわち，銀ナノ粒子は，着床後の

胚の発育における胚盤胞や着床にも影響を示すこと

が示された．33)

神経毒性について，Tang らは，ラットに銀ナノ

粒子（50100 nm）と銀マイクロ粒子（220 mm）

を単回皮下投与し，224 週間後の各組織を調べ

た．その結果，銀ナノ粒子は血液循環を介して，腎

臓，肝臓，脾臓，脳，肺に分布することが分かっ

た．さらに，血液脳関門の破壊やアストロサイトの

膨化を誘導し，ニューロン変性を引き起こすことが

明らかとなった．なお，銀マイクロ粒子は血流及び

臓器組織に侵入していなかったことから，銀ナノ粒

子の生物医学的アプリケーション，特に長期間使用

の際には，標的臓器の機能評価や神経毒性に注意す

る必要性が示された．34)

肺毒性については，Sung らは，49 mg/m3（0.6×

106 個/cm3），133 mg/m3（1.4×106 個/cm3），515 mg

/m3（3.0×106 個/cm3）の濃度の銀ナノ粒子を，ラ

ットに 1 日 6 時間，週 5 日間で 90 日間，OECD

413 ガイドラインに基づき全身吸入曝露を行った結

果を報告している．その結果，銀ナノ粒子曝露群は

コントロール群（新鮮な空気に曝露）と比較して，

雌雄ラットの肝臓において用量に応じた胆管の過形

成がみられ，肺においても銀の用量に応じた血管周

囲の炎症性細胞浸潤，肺胞の慢性炎症，肉芽腫性病

変，肺胞マクロファージの滞留が観察された．臓器

中の銀濃度は，高用量で雌雄ラットともに肺，肝

臓，脳，嗅球，腎臓において蓄積がみられ，中用量

では，雄の肺，腎臓，脳，雌の肺，脳において蓄積

がみられた．特に腎蔵においては，雌が雄に比べて

23 倍増加しており，性差がみられた．これらの結

果を経口投与における臓器中の銀の蓄積データと比

較し，肺は経口投与した銀の主たる分布臓器ではな

いものと考えられた．また，トロンボプラスチンと

プロトロンビン時間を指標とした赤血球凝集検査と

尿中 N-アセチル b-D-グルコサミニダーゼを指標と

した腎機能検査において，高用量の雌においてコン

トロールに比較して，赤血球凝集の有意な変化がみ

られ，高用量の雄においては尿中タンパク質の有意

な上昇がみられていることから，雌雄ラットにおけ

る肝臓胆管の過形成，肺胞の慢性炎症，肺胞マクロ

ファージの滞留，雌における赤血球凝集を考慮して，

NOAEL は 100 mg/m3 と報告されている．35)

遺伝毒性については，2009 年 Kim らは，ヒト

hepatoma HepG2 細胞に，010 mg/mL の銀ナノ粒

子を処理した実験結果を報告している．その結果，

銀ナノ粒子及び銀イオンは，濃度依存的に細胞中で

細胞質と核に凝集し，細胞内酸化ストレスを誘導し

DNA を損傷させた．また，この DNA 損傷は，抗

酸化剤である N-アセチルシステインで阻止され

た．つまり，銀ナノ粒子の DNA 損傷は主に酸化ス

トレスの結果起こることが推測された．本実験に供

した銀ナノ粒子は銀イオンの含有を無視できるもの

としていることから，銀ナノ粒子の毒性は銀イオン

には依存していないことが報告されている．20) その

他，銀ナノ粒子の毒性として，血液脳関門に炎症を

引き起こして透過性を上昇させる可能性や，36) 細胞

周期を G2/M 期で停止させる作用37)などの遺伝毒

性が報告されているほか，3840) アポトーシスの起因

やがん進展への影響を調べた研究が報告されてい

る．

筆者らは，マウスマクロファージ細胞である

J774.1 細胞を用いて，銀ナノ粒子の細胞内取り込

みの評価を行った．銀ナノ粒子は，クエン酸により

粒子表面を化学処理した nanoComposix 社製（San

Diego, CA, USA）のものを用いた．毒性評価に汎

用されている Polyvinylpyrrolidone (PVP）で化学

処理された銀ナノ粒子は，安定性や分散性が向上し

ているが，41,42) 銀ナノ粒子単体が具体的にどのよう
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Fig. 2. Cellular Distribution of Silver Nanoparticles in Mouse
Macrophages
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なタンパク質と相互作用するのかということに着目

するため前者を用いた．まず，銀ナノ粒子の凝集を

回避するため，16) 終濃度にして 1％ウシ血清アルブ

ミン（bovine serum albumin; BSA）の水溶液で分

散処理を行った．実際に，高塩濃度である細胞培地

で分散処理後の銀ナノ粒子を細胞曝露濃度に希釈し

たところ，20, 60 及び 100 nm の各サイズの銀ナノ

粒子は，10.7±0.8, 74.8±18.3, 118.7±29.0 nm で

あり，それぞれの銀ナノ粒子の一次粒径を保つとい

う結果を得た．

ナノ粒子表面の荷電状態は，粒子の安定性を反映

している．16) そこで，今回用いた銀ナノ粒子を動的

光散乱法（dynamic light scattering; DLS）で測定し

たところ，20, 60 及び 100 nm の各粒子において

－16.6, －49.1 及び－48.7 mV を示し，その安定性

を確認できた．以上の条件で，細胞毒性を評価した

ところ，銀ナノ粒子の毒性は AgNO3 を曝露した場

合と同様に用量依存的に増大し，粒径が小さいほど

毒性が強いことが示された．AgNO3 との毒性発現

濃度の比較では，AgNO3 曝露群が 10 倍低濃度であ

った．この結果は，ヒト肺細胞である A549 細胞と

BEAS-2B 細胞においても同様に報告されている．43)

次に，硝酸銀と銀ナノ粒子における細胞内の銀分布

を比較するため，それぞれ 1 mg Ag/mL の濃度で，

3 時間曝露し，可溶性画分における銀の化学形態を

HPLC-ICP-MS で調べた．その結果，AgNO3 を曝

露した場合，銀は MT に結合していることが分か

ったが，銀ナノ粒子を曝露した場合は，銀は高分子

画分に分布している様子が観察された．この結果か

ら，銀イオンと銀ナノ粒子では曝露後の細胞内での

分布が異なり，銀ナノ粒子は細胞内で経時的に溶出

していることが確認された．

銀の細胞内分布をさらに詳細に検討するため，オ

ルガネラマーカーを併用して解析したところ，銀ナ

ノ粒子の凝集体とライソソームマーカーが一致して

いることが確認された．間葉系幹細胞において，銀

ナノ粒子はクラスリンに依存するエンドサイトーシ

スやマクロピノサイトーシスにより取り込まれてい

ると報告されている．19) 今回用いた J774.1 細胞

は，マクロファージ由来であるため，エンドサイ

トーシスやマクロピノサイトーシスに加え，銀ナノ

粒子を異物と認識し貪食作用により取り込んでいる

可能性もある．また，これまでの報告から，ナノ粒

子の毒性は溶出が考え難い金ナノ粒子44)や酸化チタ

ンナノ粒子45)でも確認されているが，具体的にどの

ようなタンパク質との相互作用が毒性に起因してい

るのか不明であった．今回の実験結果から，銀ナノ

粒子の毒性発現は，細胞内分布が銀イオンとは異な

ることや，銀ナノ粒子から溶出された銀イオンが，

MT の防御機構を逃れることによって発揮されるも

のと考えられた（Fig. 2）．

5. おわりに

近年における銀ナノ粒子の毒性報告においては，

分散性や安定性を向上させる目的で，さらに多種多

様な銀ナノ粒子が用いられている．銀ナノ粒子の溶

解性や凝集性に配慮した報告例も年々増加の一途を

たどっており，最新の情報収集が必要不可欠となっ

ている．新たな銀ナノ粒子の出現に伴い，毒性を評

価する研究者自身も，既存の分析手法や毒性評価手

法にとらわれることなく，様々な実験手法を積極的

に採用していく必要がある．46) 粒子本体の物理化学

的性状を考慮しつつ，タンパク質の発現や転写解

析，防御因子の細胞内局在などの評価を得意とする

分子生物学的手法，生きた細胞をリアルタイムに評

価するイメージング手法，さらには，粒子から溶出

した金属を正確に追跡評価する HPLC-ICP-MS な

ど，これらの実験手法を組み合わせて採用していく

ことが銀ナノ粒子の毒性を正確に評価する上で重要

と考えられる．今後の銀ナノ粒子の毒性評価にこれ

らの包括的な評価手法が，あたらしいナノ材料の評

価法のさきがけになることを期待したい．
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