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肺胞マクロファージ細胞株を用いた微粒子応答の解析 
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A. 研究目的 
吸入曝露された微粒子は主に肺胞マクロ

ファージにより貪食されると考えられて

いる。そのため微粒子に対する肺胞マクロ

ファージの応答を解析することは微粒子

による肺の炎症を予測する上で重要であ

ると考えられる。一般に、化学物質の in 
vitro評価法ではRAW細胞（マウス）やTHP-
1 細胞（ヒト）などのマクロファージ細胞

株が用いられる。しかしながら最近の研究

より肺胞マクロファージは分化や性質が

他の組織マクロファージとは大きく異な

ることが明らかにされている。そのため、

微粒子による肺の炎症を評価するために

は肺胞マクロファージを用いた評価法が

重要であると考えられる。研究分担者の黒

田はマウスの肺胞マクロファージを株化

することに成功した。この細胞株は肺胞マ

クロファージの性質を維持しており、この

細胞を用いて in vitro における微粒子の有

害性評価を進めている。本研究ではさらに

ヒトの肺胞マクロファージを株化するこ

とでヒトへの外挿性が高い微粒子の in 
vitro 評価法を開発することを目的として

いる。 
 
B. 研究方法 
マウス肺胞マクロファージ細胞株作製時

には SV40 large T 抗原とマウス GM-CSF を

発現するレンチウイルスベクター用いた。

そこでヒトにおいても同様に、SV40 large T

抗原とヒト GM-CSF を発現するレンチウイ

ルスベクターを作製した。またヒトの細胞

はマウスよりも株化しにくい可能性がある

ため、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（TERT）

の発現ベクターおよび TP53 と RB1 に対す

る siRNA ベクターも作製した（連携研究者：

産業医科大、和泉弘人博士）。ヒト肺胞マク

ロファージは EPITHELIX 社より購入した

（Batch Number：MΦ0895, MΦ0889FAC）。

凍結保存された肺胞マクロファージを起こ

し、専用培地にて 2 日間培養した。その後

細胞を回収し、FACS Aria にてCD45+CD11b+
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細胞をソーティングした。得られた細胞を

さらに専用培地にて 2 日間培養したのちに、

SV40 large T 抗原およびヒト GM-CSF 発現

ベクターを感染させ、細胞の株化を誘導し

た。 
（倫理面への配慮） 
遺伝子組換え実験については「カルタヘナ

法」を遵守して研究を進めている。また動

物を用いた実験については兵庫医科大学

の動物実験規定を遵守し実験を進めてい

る。 
 
C. 研究結果 

EPITHELIX 社より購入したヒト肺胞マク

ロファージは線維芽細胞のコンタミが認

められた。線維芽細胞は通常の状態でも増

殖するため、最初の株化誘導実験では線維

芽細胞に埋もれてしまい、マクロファージ

の株化細胞（線維芽細胞に比べてはるかに

増殖が遅い）を得ることはできなかった。

そこで、2 回目の実験では FACS にてマク

ロ フ ァ ー ジ の マ ー カ ー で あ る

CD45+CD11b+細胞をソーティングし、得ら

れた細胞に対して SV40 large T 抗原とヒト

GM-CSF の遺伝子導入を行った。1 月 4 日

時点で、形質転換され増殖した株化した細

胞と思われるコロニーを４つほど認めて

いる（下図）。 

3 月 1 日時点で上記の細胞については増

殖は認められるものの細胞株としては増

殖が遅い状態であった。そこで並行して 3
回目の実験も進めている。3 回目の実験は

ソーティング後に細胞の密度を高くし、遺

伝子導入効率をより高くした条件で行な

った。こちらも 4 月 1 日時点で経過を観察

している。 
 

D. 考察 
種々の化学物質の in vitro 試験においては、

データの試験間変動や施設内外再現性の

問題から細胞株が用いられることが多い。

例えばマクロファージを用いた試験法で

はマウスでは RAW264 や J774、ヒトでは

THP-1 や U937 などが頻繁に使用されてい

る。一方でマクロファージは常在する組織

ごとに異なる機能を有していることが報

告されており、特に肺胞マクロファージに

ついては分化や機能について他の組織マ

クロファージとは大きく異なると言われ

ている。しかしながら肺胞マクロファージ

の細胞株は未だ作製されておらず（マウス

の MH-S 細胞は肺胞マクロファージの細胞

株とされているが、肺胞マクロファージの

性質は失っている。）、より正確性が高い試

験法の開発のためには肺胞マクロファー

ジの細胞株を使用することが望ましいと

考える。このような背景から、研究分担者

の黒田はマウスの肺胞マクロファージの

細胞株を樹立し、その細胞株を用いた微粒

子の in vitro 試験法の開発を進めている 
一方、ヒトへの外挿性を考えた場合はヒ

トの肺胞マクロファージの細胞株が求め

られる。そこで本研究ではヒトの肺胞マク

ロファージ細胞株を樹立し、ヒト細胞株を

用いた微粒子の in vitro 試験法の開発を目

指すことを目的としている。現在はヒト肺

胞マクロファージに不死化遺伝子を導入

し、増殖した株化細胞と思われるコロニー

を複数個ほど認めている。また並行して、

新たな肺胞マクロファージを準備し、株化

を進めている。細胞の増殖を待ち、良好に
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増殖する細胞が得られれば、表面抗原の発

現を中心に細胞のキャラクタリゼーショ

ンを行う予定としている。 
 
E. 結論 
ヒト肺胞マクロファージに対して不死化お

よび増殖に関与する遺伝子を導入すること

で形質転換を行なった。これらの細胞が十

分な増殖を示せば、細胞のキャラクタリゼ

ーションに進みたいと考えている。 
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