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研究成果の概要（和文）：マクロファージ(Mφ)は生体のすべての組織に存在する免疫細胞で、生体に侵入した
様々な異物や病原体などを認識し、エンドサイトーシスにより取込んで処理する。Mφは生体の恒常性維持や免
疫に重要であると共に病態にも関与している。我々は独自の多機能粒子作製技術を駆使しMφのエンドサイトー
シスを多角的に検討することでタイピングし、Mφの“多様性”の解明を進めると共に“特異性”へと変革する
ことに挑戦する。そして感染など様々な免疫機構に特異的に関与するMφや疾患特異的なMφの同定と制御へと発
展させる。本研究はMφが関連する感染症やがん、成人病に対してMφ特異性の解明による革新的医療の実現が最
終的な目的である。

研究成果の概要（英文）：Macrophages (Mφ) are immune cells that exist in all tissues of the living 
body, recognize various foreign substances and pathogens that have invaded the living body, and 
uptake and process them by endocytosis. Mφ is important for maintaining homeostasis and immunity of
 the our body and is also involved in the pathology. We wiil challenge to clarify the "diversity" of
 Mφ and transform it into "specificity,  based on endocytosis typing using our multi-functional 
organosilica nanoparticle technology. We will identify specific Mφ involved in  immune mechanisms 
such as infection,  and disease-specific Mφ. We will control them to cure patients. Our ultimate 
goal of this study is to realize innovative medicine based on clarification of  Mφ-specificity for 
infectious diseases, cancers, and adult diseases related to Mφ.

研究分野：ナノ医学

キーワード： マクロファージ　有機シリカ粒子　エンドサイトーシス　タイピング　特異性　ナノ粒子　ナノ医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、医薬として抗体が活用されているが、当初は多様性の議論に始まり、遺伝子解析による多様性の解明、そ
して遺伝子工学による抗体医薬の開発につながり医学に大きな貢献を果たした。現在、Mφは多様性の議論が活
発化している段階にある。本研究はMφの多様性の概念を特異性へと大きく変革するものである。エンドサイト
ーシス・タイピングによる特異性のメカニズムの解明は関連する因子の同定､さらにそれらを制御する分子の創
生へと展開し､治療薬の開発に繋がる。さらに特異的Mφの機能制御によりMφ自体を治療用細胞として応用でき
る。本研究はMφ特異性を基盤とした革新的な医療の創成に挑戦するものであり、大きな意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
マクロファージは生体のすべての組織に存在する免疫細胞で、生体に侵入した様々な異物や病
原体などを認識し、エンドサイトーシスにより取込んで処理する。現在、マクロファージは疾患
関連マクロファージ等の多様性やその分類のためのタイピングの議論が活発化しているが、現
在のタイピングの方法には限界があり、新たなアプローチが必要とされている。 
 
２．研究の目的 
我々は独自の多機能粒子作製技術を駆使しマクロファージのエンドサイトーシスを多角的に検
討することでタイピングし、マクロファージの多様性の解明を進めると共に特異性へと変革す
ることに挑戦する。本研究はマクロファージが関連する感染症やがん、成人病に対してマクロフ
ァージ特異性の解明による革新的医療の実現が最終的な目的である。 
 
３．研究の方法 
我々はこれまでのタイピングの限界に対して、マクロファージの特性であるエンドサイトーシ
スに着目し、様々な大きさや表面構造を持つ多機能粒子を用いてその解決に挑戦している。我々
はナノ医学の観点からマクロファージに着目し、そのエンドサイトーシスを多角的に研究して
いる。そして培養細胞(in vitro)とマウス生体(in vivo)においてマクロファージ毎に粒子の種
類によりエンドサイトーシスに変化があることを解明してきた。本研究では様々な大きさと表
面構造を持つ粒子に対するエンドサイトーシスの違いによるマクロファージのタイピングを行
う。 
 
(1)タイピング粒子の作製：様々な大きさと蛍光を持つ多機能粒子を作製する。多機能粒子は我々
が独自に開発した有機シリカ粒子作製技術を基盤として作製する｡本研究においてはチオール基
を豊富に含有するチオール有機シリカ粒子を基本粒子とする｡粒子の表面に種々の電荷を持つポ
リマーや低分子化合物を結合する。粒子は動的散乱法にてサイズや表面電位、フーリエ変換赤外
分光光度計 (FT-IR)にて粒子表面の官能基、熱質量分析にて結合量(密度)の評価を行う。 
 
(2)エンドサイトーシス・タイピング: 培養マクロファージを用いた in vitro、マウスを用いた 
in vivo でタイピングを行う。多種粒子同時投与実験を行い、取込みの差異を 1細胞レベルで正
確に鑑別する (図 1)。エンドサイトーシスによるタイピングを多角的かつ定量的に行う。 
① In vitro エンドサイトーシス・タイピング:  
腹腔マクロファージや J774.1 や

RAW264.7 などの株化細胞に粒子を
添加し以下の方法で評価する。 
a) フローサイトメトリー：粒子

に結合する細胞の比率と結合量を
測定する。 
b) 顕微鏡評価：以下の観察を統

合した 光-電子相関顕微鏡法
(CLEM)による評価を行う。 
・タイムラプス顕微鏡：粒子の細

胞への結合を形態学的・経時的に評
価 
・共焦点顕微鏡：3 次元所見によ

る粒子の細胞内分布の解析 
・走査型電子顕微鏡：細胞の粒子

結合と取込みの様式の微細形態の
評価 
② In vivo  エンドサイトーシス・タイピング: 粒子を経静脈投与し、以下の方法で評価する。 
 ･組織観察：臓器の組織切片を作製し、蛍光顕微鏡観察で各粒子の分布評価を行う。 
･透明化臓器の観察：ScaleCubic法等にて透明化処理し、マクロならびにミクロ観察用の共焦

点顕微鏡で粒子の分布の三次元的観察を行う。 
･走査電子顕微鏡観察：臓器のマイクロスライスを観察し、CLEMにて位置評価を行う。さらに

は光-電子相関顕微鏡法(CLEM)による評価を行う。 
③ 特異的マクロファージの単離: タイピングにより同定した特異性の高いマクロファージの
セルソーターによる単離を検討する。 
 
 
 

 
図 1. 多種粒子同時投与実験によるエンドサイトーシス・タイ
ピング.粒子の同時投与により 1 細胞毎に粒子の取込み違いを
評価できる。X 粒子を特異的に取り込むマクロファージをタイ
プ Aとしている。 



 

 

４．研究成果 
(1)タイピング粒子の作製と構造特性評価： 
我々が独自に開発した有機シリカ粒子を基本粒子としてタイピング粒子の作製を行った｡様々
な大きさと蛍光を持つ多機能粒子を作製した。粒子の表面に種々の電荷を持つポリマーや低分
子化合物を結合し､動的散乱法にてサイズや表面電位、フーリエ変換赤外分光光度計 (FT-IR)に
て粒子表面の官能基、熱質量分析にて結合量(密度)の評価を行うことにより粒子表面における
特有の構造特性を見出すことができた。さらには国際連携により粒子表面に結合する血清タン
パク質を同定できた｡これら血清タンパク質のマクロファージへの取り込みに与える影響が評価
できた｡ 
 
①  ポリエチレンイミン(PEI)表面修飾タイピング粒子:  
4種の分子量(1.3k, 2.0k, 25k, 750k Da)の PEI を有機シリカ粒子表面に静電気的結合を利用

して結合させた結果､その表面上でブラシ型(brush type), 曲ブラシ型(bent brush type),曲横
巻き型(bent lie-down type)､コイル型(coiled type)などの形状を示すことが示唆された｡これ
らの形状については世界的にも新規なものがあり､粒子における“分子-表面残基相互作
用”(Molecule-surface residue interaction on particle)の重要性を示すことができた｡そし
て粒子表面の形状に対してマクロファージの取り込みの変化について研究を進めることができ
た｡ 
 
② ポリエチレングリコール(PEG)表面修飾タイピング粒子: 4種の分子量(2k, 12k, 20k, 30k 
Da)の マレイミド共役 PEG を有機シリカ粒子表面のチオール基を利用して結合させた｡全ての
PEG 表面修飾タイピング粒子と血清タンパク質との結合性をプロテオミクス解析した結果､ヘモ
グロビンとアルブミンが多く結合することが明らかになった｡さらに PEG表面修飾タイピング粒
子の表面にヘモグロビンとアルブミンを結合した粒子の作製にも成功し､マクロファージに対す
るステルス効果によるタイピングが可能であることが示唆された｡ 
 
③ 新規タイピング粒子の開発: ポリマーに加えてアミノ酸やペプチドなどを結合した新規な
タイピング粒子の作製も進めることができた｡これらのタイピング粒子においてもマクロファー
ジの取り込みの変化が認められ､タイピングへの有用性が示された｡ 
 
(2)エンドサイトーシス・タイピング:  
 
① In vitro エンドサイトーシス・タイピング:  
腹腔マクロファージや J774.1 や RAW264.7に対してタイピング粒子を添加し､粒子に結合する

細胞の比率と結合量の測定粒子の細胞への結合､形態学的・経時的な顕微観察評価､3 次元所見に
よる粒子の細胞内分布の解析等によりエンドサイトーシス・タイピングを行い､マクロファージ
の特異性を示唆する成果を得ることができた｡ 
A) 細胞種特異的エンドサイトーシス・タイピング 
 腹腔マクロファージと J774.1 細胞に対して直径約 100 nm のチオール有機シリカ粒子の取

り込みを測定したところ取り込む細胞の割合は約 6-7 割と大きな違いが認められなかったが､取
り込む量が細胞により大きく異なり､腹腔マクロファージは J774.1 細胞に対して粒子を約 3 倍
多く取り込むことが明らかになった｡また分子量 2kDa の PEI にて表面修飾したタイピング粒子
では腹腔マクロファージは J774.1 細胞と比較して取り込む細胞が約 15%少ないが､取り込む細
胞は約 2 倍多く粒子を取り込むことが明らかになった｡また J774.1 細胞は PEG 表面修飾タイピ
ング粒子をほとんど取り込みが無いのに対して､腹腔マクロファージは PEG の分子量により 30%
ほど取り込むものもあり､“PEG 抵抗性マクロファージ”が多く存在することが明らかになった｡
同じマクロファージであっても細胞により取り込みの有無や取り込み量が異なることを実証し
た｡ 
B) 粒子表面特異的エンドサイトーシス・タイピング 
･血清タンパク質結合タイピング粒子:直径約 100 nmのチオール有機シリカ粒子の取り込みを
血清非含有と含有の培地で比較したところ腹腔マクロファージと J774.1 細胞共に血清含有培地
において取り込みが低下することが明らかになった｡これにより粒子表面に結合した血清により
取り込みが低下する“血清修飾取り込み低下型マクロファージ”の存在が明らかになった｡ 
･PEI 表面修飾タイピング粒子: 腹腔マクロファージにおいて 4種の PEI 表面修飾タイピング

粒子を取り込む比率は約 80%で大きな違いは無いのに対して取り込み量は約 3 倍異なり､PEI 表
面構造依存的に取り込みが低下することが明らかになった｡同様の変化は J774.1 細胞でも認め
られた｡これらより PEI が形成する表面構造により取り込みの程度が変化する“PEI 表面構造依
存的マクロファージ”が存在することとなる｡また PEI 表面修飾タイピング粒子は表面の陽性電
荷により大半のマクロファージに取り込まれるが､取り込まないマクロファージの存在も明らか
になった｡さらに PEI修飾の無いチオール有機シリカ粒子は取り込むが PEI 表面修飾タイピング
粒子は取り込まない“PEI抵抗性マクロファージ”の存在を世界で初めて明らかにした｡ 
･PEG 表面修飾タイピング粒子: 4 種の PEG 表面修飾タイピング粒子とそれらにヘモグロビン



 

 

とアルブミンを結合した粒子を用いてタイピングを行うことができた｡PEG の分子量や血清タン
パク質結合の有無により粒子を取り込むマクロファージの比率や取り込む量が異なることが明
らかになった｡PEG は粒子表面においてその分子量により構造が変化することが知られており､ 
“PEG 表面構造依存的マクロファージ”､さらに血清蛋白の有無により取り込みが変化する“血
清タンパク質依存的マクロファージ”が存在し､タイピングが可能であることが明らかになった｡
また PEG の分子量により“PEG 抵抗性マクロファージ”が異なる可能性もあり､エンドサイトー
シス･タイピングの多用性が示された｡ 
C) 粒子表面特異的な細胞内小器官の反応性 
当初予期していなかった結果として粒子表面特異的に､ミトコンドリアの活性化が起こるマ

クロファージが存在することを世界で初めて明らかにした｡本成果は PEI 表面修飾タイピング粒
子によりミトコンドリア活性を評価できる WST-1 アッセイにより見出し､TMRE 染色を用いたタ
イムラプス顕微鏡観察とフローサイトメトリー解析により実証した｡そして細胞によりミトコン
ドリアの活性化が高いものから起こらない､もしくは低下するものもあり､粒子のエンドサイト
ーシスに加えて､ミトコンドリア活性の変化を評価することによりマクロファージのタイピング
が細分化できることが示唆された｡また本ミトコンドリアの活性化は粒子濃度にも依存性が認め
られ､その意義やメカニズムの解明も重要である｡ 
D) PEI タイピング粒子のエンドサイトーシスにおけるエンドソーム仕分け現象の発見(図 2) 
 表面修飾の無いチオール有機シリカ粒子(赤蛍光チオール粒子)と PEI 表面修飾タイピング

粒子(緑蛍光 PEI 粒子)を用いた 2種粒子同時投与によるエンドサイトーシス･タイピングの実験
において 1 細胞毎の細胞内の蛍光顕微鏡による高分解観察を行ったところ､エンドソームの蛍光
から両方の粒子を含有したエンドソームに加えていずれか一方を有意に含有したエンドソーム
が存在することが明らかになった｡この所見は何らかのメカニズムによりマクロファージが 2種
類の粒子を細胞内に取り込む際に分別して別々のエンドソームに仕分けできることを示唆して
いる｡このメカニズムについてはいくつかの可能
性が考えられる｡2 種類の粒子が細胞へ結合する
際にそれぞれ別のレセプターに結合し､レセプタ
ーの移動により仕分けされる機序や一旦同時に
取り込まれた後に仕分けされる機序などが考え
られる｡この仕分け現象は抗原提示などマクロフ
ァージの免疫機能とも関連することが考えられ
る｡ 
また仕分け現象によりエンドソーム内の蛍光

が一定ではなく様々であり､エンドソーム･バー
コードとして細胞の識別に活用でき､新たな細胞
標識技術となることも考えられた｡さらにエンド
ソーム･バーコード化した細胞をマウス体内に注
入し､体内で反応させた後､体外に取り出したも
のでもバーコード化細胞を確認することにも成
功した｡In vitro と in vivo 共に応用可能な新た
な細胞標識イメージング技術として応用可能で
ある｡ 
 
② In vivo エンドサイトーシス・タイピング:  
A) 粒子サイズ特異的エンドサイトーシス・タイピング 
 直径が 90 nmから 3000 nmの種々のサイズの有機シリカ粒子をマウスに投与し､肝臓､脾臓､

リンパ節などの臓器を観察した｡経静脈投与により肝臓､脾臓の各サイズの粒子の分布量や組織
内分布､細胞内分布を評価し､臓器によって分布量の最も高いサイズの粒子が異なることが明ら
かになった｡さらに 2粒子同時投与実験により各臓器におけるマクロファージが粒子を取り込む
が､2 種の粒子を取り込むもの､1 種のみを取り込むものなど､マクロファージにより取り込みが
異なることが明らかになった｡これからの結果はマクロファージが存在する臓器によりよく取り
込むサイズが異なると共に､同じ臓器であってもマクロファージにより取り込むサイズに選択性､
特異性があることを示唆している｡すなわち生体内のマクロファージもエンドサイトーシス･タ
イピングが可能であることを示している｡また足底皮下に粒子を注入し､膝窩リンパ節での分布
を評価したところ､粒子のサイズによりリンパ節の辺縁洞､髄質への分布が異なることが明らか
になった｡ 
B) 粒子表面特異的エンドサイトーシス・タイピング 
種々の分子量の PEG を結合した PEG 表面修飾タイピング粒子をマウスに経静脈投与し､脾臓

や肝臓での粒子の分布量や組織内分布の評価を進めることができた｡また生体内においても“PEG
抵抗性マクロファージ”など特異的な特徴を示すマクロファージの存在が期待できる｡ 
C) 腹腔内腫瘍細胞転移モデルにおけるエンドサイトーシス・タイピング 

  マウス腹腔内にチオール有機シリカ粒子(赤蛍光)を投与し､腹腔マクロファージを標識した
後､PEI タイピング粒子で標識した腫瘍細胞(HeLa細胞) (緑蛍光)を腹腔内に投与した｡本実験は

 
図 2. マクロファージによるエンドソーム仕分け
現象. 粒子の同時投与によりマクロファージが 2
種類の粒子を細胞内に取り込む際に分別して別々
のエンドソームに仕分した所見が得られた。 

赤蛍光チオール粒子 緑蛍光PEI粒子



 

 

腫瘍細胞の腹腔内転移におけるマクロファージの反応性の評価法にもなりうる｡腫瘍細胞投与後､
腹腔内を観察すると種々の蛍光を持つ細胞凝集体が観察できた｡腫瘍細胞を含む凝集体において
粒子で標識されたマクロファージで表面マーカーである F4/80 陽性のものが多数認められ､腫瘍
細胞に対して免疫反応が起こっていることが示唆された｡また F4/80 陽性であるが､粒子を含有
しないマクロファージも少数存在するが､分布が異なる､腫瘍細胞との共在の有無など 2 種以上
のタイピング 3種以上のタイピングが可能であることが示唆された｡これらの結果は腫瘍細胞に
対する免疫反応においてもエンドサイトーシスによるマクロファージのタイピングが可能であ
ることを示しており､病態解明に有用であると考えられる｡ 
③ 特異的マクロファージの単離: 
タイピングにより同定した特異性の高いマクロファージをセルソーターなどにより単離する

ための予備実験を行い､特異的マクロファージの遺伝子解析など今後､研究をすすめるための準
備も進めることができた｡ 
以上より､培養マクロファージを用いた in vitro、マウスを用いた in vivo において多種粒

子同時投与実験を併用し、粒子の取込みの差異を 1 細胞レベルで正確に鑑別するエンドサイト
ーシス･タイピングによりマクロファージ特異性を示す結果が多数得られた。またマクロファー
ジの特異性は免疫学、ひいては医学生物学に大きな変革をもたらすことが期待できる。なぜなら、
免疫応答の起点ともいえるマクロファージの特異性を基盤として、疾患特異的マクロファージ
を制御することによる新たな革新的治療法の開発が挙げられるからである。例えば感染治療で
は病原体に特異的なマクロファージをタイピングできた粒子はマクロファージを制御するため
の治療用粒子(マクロファージ活性化粒子)として活用でき、その増殖や活性化を制御すること
により感染の予防や治癒の促進につながる(マクロファージ活性化療法)。同様に疾患特異的な
マクロファージのタイピングは病態の解明につながり、診断や治療に応用できる。例えば腫瘍の
増殖促進機能を持つ M2 マクロファージに特異的に取り込まれる粒子への細胞制御機能を付加 
(M2 マクロファージ制御粒子)により、抗腫瘍免疫を回復させ、腫瘍組織を攻撃させるマクロフ
ァージ機能変換療法など革新的な治療開発への挑戦・開拓が可能になる。本研究は革新的な医療
の創成へと繋がり、様々な疾患に苦しむ患者に救済をもたらすことが期待できる。 
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