
The Environment Mutagen Society of Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Environment 　Mutagen 　Sooiety 　of 　Japan

P −069
Is　 titanium 　 dioxide 　 really 　 safe ？　

−Particle

size −dependent　induction　of 　DNA 　damage 一
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Tjtanjum　d三〇 xidc （TiO2）is　an 　irnporta皿t　material 　used 　in　a
broad　 ra 皿ge　 of 　industries．　 As 　 TiO コ partic】es 　 used 　 in
industries　havc　recently 　bcco皿 e　smaUer 　as　nanotechnology

devclops．　problems 　specific 　to　small 　size （nanotoxicity ）are

increasing．　 In　 this　 stUdy ，　 we 　 ex   ined　 DNA 　 damage
induced　by　different　 sizes 　of 　TiO2　particles，　 Nano −sized
TiO2　particlcs　signlficantly 　induccd　phosphorylation　of

Histone　H2AX
，
　 which 　was 　recently 　identified　 as 　an 　early

event 　 after 　the　induction　 of 　DNA 　damage （doub】e　 strand

brakes），　in　human 　alveolar 　epithelia 且cells （A549 ）．　On 　the
other 　hand ，血 e　induction　was 　 small 　in　micro −sized 　TiO2

particles．　 Ill　 addition
，
　TiO2　 nanoparticles 　 made 　 a 　lot　of

DNA 　fヒagmentation 　（detected　using ．　 pu】sed −field　gel
electrophoresis ），　 compared 　 with 　 micropanicles ，　 Cell
viability 　did　 not 　 change 　 24h　 after 　treatment　 with 　both

particles．　 These 　results 　indicated　that　na 皿 o −sized 　TiOz

particles　significantly 　induce　DNA 　damage，　whicll 　behavior
js　djfferent　from　mi じro −sized 　TiO2　particles．

二 酸化 チ タ ン は本 当に安全 か ？
一粒子 サイ ズ に よ る

DNA 損傷の 相違 一

天野 豪春 ，豊岡達 士 ，伊 吹裕子

静 岡県 立 大 学 環境科 学研 究所

近 年 の ナ ノ テ ク ノ ロ ジー
の 発 展 は、多 くの 利便性 を もた らす

と考え られ る が 、一方で ナ ノ 粒 子 に よ る 生 体影 響 が 問 題 視 さ

れ 始 め て い る。二 酸 化 チ タ ン （Tio2 ）粒 子 は 、化 粧 品 等様 々 な

分 野 で 使用 され て お り、安全性 の 高い 物質で ある と 認 識 され

て きた。し か し、TiO2 作 用 に よ り細胞内の 活性酸素種量 が 増

大 し、炎 症 等 が 引 き起 こ され る とい っ た 報 告 もあ る。加 え て 、
近 年 商業 的 に 用 い られ る粒 子 は ナ ノ サ イ．ズ化 す る傾 向 に あ

り、我 々 が 目常的に ナ ノ粒 子 に接 す る機会 も増加 して い る と

考え られ る。こ れ らナ ノ粒 子 は 生体内に よ り取 り込 まれ や す

く、損 傷 を与 え や す い と 考 え られ る こ とか ら、本研 究で は、
マ イ ク ロ サ イ ズ 粒 了

．
と ナ ノ サ イ ズ 粒 子 が もた らす DNA 損 傷

の 相 違 を検 討 した 。ヒ ト肺 上 皮細 胞 （A549 ） に 暗 下、　Tio2 粒

子 を 作 用 させ た と こ ろ、DNA 損傷 〔主 に DNA 二 本 鎖切 断 ）

の 高感度 マ
ー

カ
ー

と し て 注 目 され て い る Histone 　H2AX の リ

ン 酸 化 が マ イ ク ロ サ イ ズ の Tio2 粒 子 に 比 べ 、ナ ノ サ イ ズ の

Tio2 粒 子で は よ り顕 薯 に 誘 導 され た 。ま た 、そ の リ ン 酸 化 は

作用 時 間 が 8 時 間 を 越 え て も継続的で あ り、24 時間作用 後

も認 め られ たtt加 え て 、パ ル ス フ ィ
ー

ル ドゲル 電 気泳動 法 を

用 い て DNA 断 片化 の 検 出 を行 っ た と こ ろ、マ イ ク ロ サ イ ズ

粒 子 に 比 べ 、ナ ノ サ イ ズ 粒 子 作 用 で は よ り顕 著 な DNA 断 片

化 が 確 認 され た ．一
方 で 作 用 後 24 時 間 に お け る生 存 率 測 定

を 行 っ た とこ ろ、い ずれ の 粒 子 サ イ ズ 、作用 濃度 に お い て も

生 存率 は 顕 著 な 減少 を 示 さ な か っ たD 以 上 の 結果 に よ り、生

存 率 に は影 響 を与 え な い よ うな 作 用 濃 度 にお い て も、ナ ノ サ

イ ズ 粒 子 は DNA に損 傷 を与 え る こ とが 明 らか に な っ た．
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　 Development　 in　the　 field　of　 nanotechnologies 　 has
brought　nanaomaterials （NMs ）closer　to　us　day　by　day　and
at　thc　same 　time 　toxicolegica 】concems 　of　NMs 　have　beeD
growing．　Therefere，　we 　are　trying　to　establish　an 　in　vitro
screening 　system 　ofNMs 　to　evaluate 　their　hu皿 an 　safety ．　In
the　estabHskment ，　we 　have　been　trying．to　disperse　NMs 　as

homogenously　and 　small 　as　possible　ln　suspension 　f（）r　 a

biological　test　system ，　To　evaluate 　the　role　of　particle　size
in　cytotoxicity 　tests（the　colony 　formation　assay ）of　NMs ，
we 　exposed 　Chinese　hamster　cells （CHL ）to　polystyrene
（PS）　spheres 　（Spherotech，　工nc ．　 USA ）　with 　defined
diameters　ranging 　from　100　nm 　to　9．2　pm ．
　 We 　 fbund　that　the　4，45−pm 　 PS 　particles　 were 　 lnost

cytotoxic 　while 　sizes 　正00　and 　200　nm 　showed 　no

cytotoxicity 　up 　to　l　OOO　pg！ml ．　The 　5．26−pm 　particles　were
much 　less　cytotoxic ，　although 　they　precipitated　and 　covefed

cells　to　the　salne　 extent 　as 　the　4，45一μm 　particles．　In　the
chrQmosome 　aberration （CA ｝test，　the　4，45 −pL  　PS 　particles
indueed　 polyploldy　 in　 a　 mass 　 concentration −dependent
m   er　 in　 24− and 　 48−h　 treatments ．　 The 　 5．26 −pLm　 PS

particles　induced　polypleidy　only 　at　l　OOO μ9！ml 　fbr　48　h．
The 　CA 　test　with 　the　o 血 er 　sizes 　ofparticles 　is　now 　ongoing ．
Relationships　 between　 partide　 size 　 and 　 cytotoxicity 　 or

genotoxicity　will 　be　discussed．

サ イ ズ 標 準ポ リ ス チ レ ン 粒子 の 細胞毒性お よ び 遺伝
毒性

松岡厚子 、松 田良枝、伊佐間和郎、土屋利江
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　ナ ノ 材料 は そ の 製造 技術 の 発展 と と もに 有用 な 材
．
料 が 開

発 され 、様 々 な 分野 で の 応 用 が 実 現 し て い る。同 時 に 、ナ ノ

材料 が もつ 従来に ない 物理化学的特性 か ら、ヒ トへの 健康影

響も未 知 の 部分が 多い ／t そ こ で 、ナ ノ 材料 の 安全 性評価法を

開発 して い る が 、一般 的 に は 凝集体 で しか 入 手 で き な い ナ ノ

材料 を い か に 評価系で 均
一

に か つ よ り小 さな 凝集体、理 想的
に は

一
次粒 子 の サイ ズ まで 分 散 させ る か が 評価 系 確 立 の 鍵

に なる と考え られ る。そ こ で 、従来 か ら報告 の あ る粒子 サイ
ズ と細胞毒性 の 関係を、我 々 の 使用 予 定 の 細胞で 確認 す る た

め に 、以 下 の 実 験 を 実施 し た 。平 均 粒 子 径 100nm か ら 9．2 即

ま で の 、ll 種 類 の サ イ ズ の ポ リス チ レ ン （PS）粒 子 を用 い て 、
そ の 細胞毒性 との 関連 を C［IL細胞 で検 討 し た。そ の 結果 、最

も 強い 細胞毒 性 を 示 した の は粒 子 径 4．45pm の 粒 了
．
で 、100

お よ び 200nm の PS 粒 了
．
は 1000 　 pgl 皿 1 の 高 濃 度 ま で 処 理 し

て も細胞 毒性 を示 さ な か っ た ．5．26pm の 粒 子 は 、4．45 μm

の 粒 子 と同 程 度に 沈殿 し細胞 を覆 っ て い た に も か か わ らず 、
そ の 毒 性 は ず っ と低 か っ た。最 も毒性 が 強 か っ た 4．45 μm

の 粒 子 に つ い て 、染色体 異 常試験 を 行 っ た と こ ろ濃度依 存的

に 数 的 異 常 （倍 数 体 ） を誘 発 した。5．26
岬 粒 子 は 48 時 間

処 理 の 1000PL9 ，／m ！で の み、倍数 体 を誘 発 した 。 現 在、他 の

サ イ ズ の 粒 子 に っ い て も染 色 体 異常 試 験 を 実 施 して い る と

こ ろ で あ る が、粒 子 径 と細 胞 毒 性 あ る い は 遺 伝 毒 性 との 関係

を 明 らか に し た い と考 え て い る．．
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