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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

おり、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。前回までの研究において、研究分

担者の黒田らはマウスの肺胞マクロファ

ージの株化細胞を樹立し、細胞株を用いた

微粒子応答の評価を行った。さらに同様の

手法を用いて、ヒトの肺胞マクロファージ

の株化を試みた。 

また、マウス肺胞マクロファージを用い

た微粒子の評価では、微粒子を貪食した肺

胞マクロファージの細胞死と、それに伴い

放出される IL-1αが指標になることを認め

ている。この現象は肺胞マクロファージに

特有な現象であり、炎症を引き起こさない

微粒子では細胞死も IL-1αの放出も認めら

れない。そのため微粒子による細胞死と IL-

1α放出のメカニズムを明らかにすること

は炎症を引き起こす微粒子の性質を理解

する上で重要であると考えられる。 

そこで本研究では微粒子による肺胞マク

ロファージの細胞死と IL-1αを放出のメカ

ニズム解析を進めるとともに、ヒトの肺胞

マクロファージを株化する。これにより、

微粒子による炎症誘導機構を明らかにす

るとともに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

＜ヒト肺胞マクロファージの株化＞ 

ヒト肺胞マクロファージは EPITHELIX 社

より購入した（Batch Number：MΦ0889FAC）。

株化のためのベクターとして、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。さらにヒトテロ

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。また変異型 RAS のベクタ

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を専
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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+細胞

をソーティングした。得られた細胞に SV40 

large T 抗原、ヒト GM-CSF 発現ベクター、

TERT 発現ベクターおよび TP53 と RB1 に

対する siRNA ベクターを感染させ、細胞の

株化を試みた。 

＜細胞死と IL-1α放出のメカニズム解析＞ 

細胞内に蓄積された IL-1αの産生を可視

化するために IL-1αのプロモーター下に蛍

光物質である mCherry を挿入した IL-1αリ

ポーターマウスを作製した。野生型マウス

あるいはリポーターマウス由来の肺胞マク

ロファージを用いて、IL-1α産生のライブ

イメージング、細胞内 IL-1α染色の蛍光観

察を行い、肺胞マクロファージの細胞内 IL-

1αの蓄積と放出のメカニズムの解析を行

った。 

 
（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 

＜ヒト肺胞マクロファージの株化＞ 

昨年度に引き続き、遺伝子導入を行なった

が細胞は不死化しているものの、十分な増

殖スピードは得られなかった。そこで不死

化したマウスに変異型 RAS の遺伝子を導

入したが、増殖スピードの改善は認められ

なかった（図 1）。以上の結果より、マウス

の細胞と比較してヒト由来の細胞では細

胞株化は困難であると考えられた。 

 

＜細胞死と IL-1α放出のメカニズム解析＞ 

 マウス肺胞マクロファージを in vitro に

てアルミニウム塩（水酸化アルミニウム）

の微粒子で刺激し、細胞死と IL-1α放出を

ライブセルイメージングにより解析した

ところ、細胞死に伴って IL-1αを放出する

細胞は全体の 10％以下であった（図 2）。 

そこで、肺胞マクロファージ内に蓄積され

た IL-1αを可視化する目的で IL-1αのプロ

モーター下に蛍光物質であるmCherryを挿

入した IL-1αリポーターマウスを作製した。

このマウスから肺胞マクロファージを回

収し、mCherry の蛍光を観察したところ、

IL-1αの放出と同様に約 10%のマクロファ

ージが mCherry を強く発現していた。これ

らの細胞が微粒子に反応し、IL-1αを放出

する肺胞マクロファージサブセットであ

ると考え、現在この mCherry 陽性細胞の解

析を進めている。 

 

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。さらにヒトへの外挿性を考えた場合、
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ヒトの細胞株を樹立することが重要であ

ると考え、ヒト肺胞マクロファージの細胞

株の作製を試みた。種々の遺伝子導入を行

った結果、不死化までは可能であったが、 

十分な増殖スピードを持った細胞株を得

ることができなかった。今後は、iPS 細胞

からヒト肺胞マクロファージを誘導する

プロジェクトの方に引き継ぐことになっ

た。 

 細胞株のプロジェクトと並行して、微粒

子による炎症誘導のメカニズムの解析を

進めている。これまでの研究成果から、炎

症を引き起こす微粒子を貪食した肺胞マ

クロファージは細胞死を引き起こすとと

もに、細胞内に蓄積した IL-1αを放出し、

炎症を誘導することを見出してきた。しか

しながらライブイメージングを用いた解

析により、細胞死によって IL-1αを放出す

る肺胞マクロファージの割合は 10％以下

であり、ほとんどの細胞が IL-1αを放出し

ない細胞死であった。これらの結果は、微

粒子によって肺の炎症を引き起こしてい

る肺胞マクロファージは全体のごく一部

であり、それらの細胞を用いた微粒子の安

全性の評価が必要であると考えられる。 

 

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が、十分な増殖ス

ピードを有する細胞は得られなかった。 

 また、微粒子に応答し肺の炎症を引き起

こす IL-1αを放出する肺胞マクロファー

ジは全体のごく一部であり、このような細

胞集団を用いた微粒子の安全性評価の開発

が重要であると考えられた。 
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