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研究成果の概要（和文）：細胞に対する粒子の付着量および取込量を単一粒子・単一細胞レベルかつハイスルー
プットで解析可能なフローサイトメトリー技術を開発した。この付着量と取込量は、コロイドプローブ原子間力
顕微鏡法によって測定された付着力、走査型電子顕微鏡によって観測された取込速度とそれぞれ定性的に一致し
た。
タンパク質で表面被覆または糖鎖で表面修飾された粒子を作製し、粒子の表面特性が大食細胞（マクロファー
ジ）への粒子付着・取込の力、量・個数、速度に対して及ぼす影響を検討した。これら付着力・付着量はマイク
ロファージ内部への粒子の取込速度と必ずしも相関しなかった。詳細なメカニズム解明のためには、さらなる研
究が必要である。

研究成果の概要（英文）：We have developed a flow-cytometry-based technique to analyze the 
adhesion/uptake amounts of particles onto/into cells at single-particle, single-cell level with high
 throughput. These adhesion and uptake amounts qualitatively agreed with the adhesion force measured
 by colloid-probe atomic force microscopy and the uptake rate observed by scanning electron 
microscopy, respectively.
Protein-coated or saccharide-modified particles were fabricated, and the effect of these particle 
surface properties on the force, amount, and rate of particle adhesion/uptake onto/into a macrophage
 was investigated. The force and amount of particle adhesion were not always correlated with the 
rate of particle uptake. Further study is necessary to elucidate the detailed mechanism of particle 
adhesion/uptake by macrophage.

研究分野： 界面プロセス工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大食細胞（マクロファージ）への微粒子の付着・取込は、生体がもつ免疫系での一連のプロセスの最上流に位置
し、複数の物理化学的および細胞生物学的な相互作用が関与する極めて複雑な現象である。この現象を理解する
ことは、微粒子の生体影響評価、先端医療を支えるバイオマテリアルの表面設計など、多くの分野において極め
て重要である。しかし、基礎的な理解がなされないまま、研究・開発が進められることが多い。本研究において
開発された「細胞への粒子の付着・取込」に関する単一粒子・単一細胞レベルの観測技術およびモデル粒子の作
製技術は、マクロファージへの粒子の付着・取込の詳細メカニズム解明に向けて、貢献すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
粒子径が数 nm～数μmの微粒子は、触媒や電子部品などの工業製品だけではなく、医薬品、

化粧品、食品などにも利用されている。一方、PM2.5 などの浮遊性粒子状物質が、新興国から
多量に大気排出されている。PM2.5 などを含めた微粒子がどのようにヒトや環境に影響を及ぼ
すのか、よくわかっていない。これらの問題は、現在、産業的にも社会的にも広く重要視され
ているため、微粒子の生体・環境影響を明らかにすることは緊急課題である。 
そこで研究代表者は、特に基礎的で重要と思われる課題、すなわち、細胞－粒子間の付着力、

細胞への粒子の取込・毒性を、界面に注目した系統的かつ定量的な評価により、理解すること
を目指して研究を進めてきた。培養細胞を用いた微粒子の毒性評価の研究報告は、最近 10 年
間で増加傾向にあるが、研究代表者のような微粒子・生体膜間相互作用の系統的な研究は世界
的に見ても少ない。 
 
２．研究の目的 
大食細胞（マクロファージ）への微粒子の付着・取込は、生体がもつ免疫系での一連のプロ

セスの最上流に位置し、複数の物理化学的および細胞生物学的な相互作用が関与する極めて複
雑な現象である。この現象を理解することは、微粒子の生体影響評価、先端医療を支えるバイ
オマテリアルの表面設計など、多くの分野において極めて重要である。しかし、基礎的な理解
がなされないまま、研究・開発が進められることが多い。この現状から脱却しなければ、ナノ
材料の正確なリスク評価、生体関連材料の合理的開発などの今後の飛躍的な発展は期待できな
い。そこで本研究では、応募者がこれまで独自に開発してきた界面に着目した単一粒子・単一
細胞レベルの観測技術をさらに発展させることによって、大食細胞への微粒子の付着・取込の
メカニズム解明と制御技術の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞表面への微粒子の付着量を単一細胞レベルで評価する手法の確立を目指して、培養細
胞に対する微粒子の曝露方法を工夫し、新規導入したフローサイトメーター(FCM)によって解析
した。微粒子として、蛍光ラベル化された 100 nm の無修飾シリカ粒子を用い、大食細胞として
マクロファージ様細胞株（J774.1）を用いた。生体由来タンパクとしてウシ血清アルブミン (Ab)、
免疫グロブリン G (IgG)、フィブロネクチン (Fn)、人工高分子としてポリエチレンイミン (PEI) 
をそれぞれ用いた。これらの強固なタンパク層（または人工高分子層）で被覆されたシリカ粒
子の懸濁液を調製した。 
(2) 上記(1)では、小さなサイズの蛍光粒子(粒子径 100 nm)を用いたため、FCM では粒子 1個 1
個を識別できず、細胞の自家蛍光値を差し引いた細胞 1個あたりの蛍光強度値、すわなち「付
着量に比例する値」しか得ることができなかった。そこで、種々の蛍光粒子(粒子径: 200, 300, 
500, 1000 nm; 粒子材質: ポリスチレン, シリカ)に対して、単一粒子レベルの FCM 解析を試み
た。 
(3) タンパク質で表面被覆された粒子だけではなく糖鎖（マンノース誘導体 (Man), ガラクト
ース誘導体 (Gal)）で表面修飾された粒子を作製し、粒子表面の被覆「タンパク質」および修
飾「糖鎖」の種類がマクロファージ様細胞への粒子の付着・取込の「力」、「個数」、「速度」、「メ
カニズム」に対して及ぼす影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 異なる表面被覆物質をもつシリカ粒子の J774.1 細胞への付着量は、IgG ＞ Fn ＞ PEI ＞ 
Ab の順に大きかった。この結果は、IgG 被覆粒子を除けば、コロイドプローブ原子間力顕微鏡
法(cpAFM)によるマイクロ粒子の接着力の測定結果（Fn ＞ PEI ＞ IgG ＞ Ab）と一致した。Ab
被覆粒子が最小の接着力・付着量を示した原因として、Ab は生物的に不活性のため J774.1 細
胞表面と結合しにくかったことが考えられる。Fnと PEI による被覆粒子が大きい接着力・付着
量を示した原因として、Fnは細胞接着性タンパク質の一種であるため細胞表面に存在するイン
テグリンと特異的に結合したこと、PEI は正電荷を有し、負帯電している J774.1 細胞表面と静
電引力が働くこと、が考えられる。IgG 被覆粒子があまり大きくない接着力を示したものの、
最大の付着量を示した原因として、IgG は J774.1 細胞表面に存在する Fc 受容体によって認識
されるが、その結合力は（細胞接着に関与する結合と比較すると）強くないことが考えられる。 
(2) 単一粒子レベルの FCM 解析は、粒子径が 300 nm 以上であれば可能であること、媒体である
水との屈折率の差が大きいポリスチレン粒子の方が容易であることがわかった。粒子径 1000 nm
のカルボキシル修飾ポリスチレン(PS-COOH)粒子を用いて実験をおこなった結果、異なる表面被
覆物質をもつ PS-COOH 粒子の J774.1 細胞表面への付着数は、Fn ＞ IgG ＞ 無被覆 ＞ Ab の順
に大きかった。この結果は、粒子径 6000 nm の PS-COOH 粒子を用いて cpAFM によって得られた
付着力に対する粒子の表面被覆物質の序列と一致した。 
(3) cpAFM により、タンパク質で表面被覆または糖鎖で表面修飾されたシリカ粒子（直径 5 μm）
の J774.1 細胞表面に対する付着力を測定した。その付着力は、Fn ＞ IgG ＞ Man ≧ Gal ＞ Ab 
の順に大きかった。J774.1 細胞に対する蛍光ラベル化シリカ粒子（直径 1 μm）の曝露方法を
工夫した上でフ FCM 解析した結果、J774.1 細胞表面に対する粒子の付着量に対する粒子の表面
被覆および表面修飾の物質の序列は、上記の結果と一致した。走査型電子顕微鏡観測および FCM



解析を行った結果、タンパク質で表面被覆または糖鎖で表面修飾されたシリカ粒子が J774.1
細胞内部に取り込まれる速度は、Man ＞ (Fn, IgG, Gal) ＞ Ab の順に大きかった。 
(4) 上記(1)～(3)の結果は、マクロファージ細胞表面に対する粒子の「付着力」と「付着量」
の間には高い相関関係が認められること、これら付着力・付着量はマイクロファージ内部への
粒子の取込速度と必ずしも相関しないことを意味する。 
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