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緒緒  言言  
 

PM2.5 や排出ガスといった大気汚染物質の曝露による健康被害は国際的に大きな社会問題となっている。最近の大

規模疫学調査から、これらの曝露レベルと呼吸器系および循環系慢性炎症疾患の発症率との間に正の相関が認められる

こと［1］から、環境微粒子は慢性炎症の惹起あるいは増悪に関与すると考えられる。その健康被害の機序としてこれ

まで環境微粒子に付着したエンドトキシンや多様な化学物質に焦点を当てて研究されてきたが、付着物では慢性炎症の

病態を説明することができない。そこで微粒子本体が生体に及ぼす影響を理解する必要がある。 
生体内に入った微粒子は主にマクロファージなどの貪食細胞に取り込まれることが古くから知られている。最近の国

内外の研究から様々な結晶粒子（コレステロール結晶、尿酸塩結晶、シリカ、アスベストなど）を貪食したマクロファ

ージでは炎症性細胞死（パイロトーシス）とNLRP3インフラマソームの活性化が起きることが判ってきた［2］。さら

にこれら粒子は生分解性が極めて低いために持続的にマクロファージを活性化し続け、その結果、慢性炎症や癌化を引

き起こすと考えられる［2］。しかしながら、なぜマクロファージが結晶粒子をこれほど効率よく認識するのか未だによ

く判っていない。 
我々はこれまでにマクロファージによる結晶粒子認識機構を解明する一環として、マクロファージ cDNA ライブラ

リーを用いた発現クローニング法によりシリカ（二酸化珪素）受容体としてクラスBスカベンジャー受容体SR-B1を

同定してきた［3］。SR-B1によるシリカ認識は電荷依存的であるが、シリカと同様に生体内で陰性に帯電する尿酸塩結

晶、アスベスト、炭素微粒子といった他の結晶粒子は SR-B1 非依存的にマクロファージに取り込まれることも判明し

た［3］。この結果は、マクロファージは多様な受容体を介して構造の異なる結晶粒子を識別していることを示唆する［4］。
環境微粒子の主な主成分はシリカと炭素であるため、次に我々はマクロファージによる炭素微粒子の認識機構について

解析を進めた。炭素微粒子の中でもとりわけその有用性と毒性が大きな議論となっているカーボンナノチューブ（CNT）
［5］に焦点を当て、そのマクロファージ認識機構について解析を行った［6］。 
 

方方  法法  
 
11．． 炭炭素素微微粒粒子子のの物物性性解解析析  
カーボンブラックナノ粒子（CBNP：#80、旭カーボン）および多層カーボンナノチューブ（MWCNT：#659258、

シグマアルドリッチ）の一次粒子径は電子顕微鏡解析により測定し、二次粒子径は動的光散乱解析により測定した。  

各微粒子中の含有金属量は ICP-MSにより測定した。 
22．． CCNNTTとと結結合合すするるママククロロフファァーージジ受受容容体体のの探探索索  
マウス線維芽細胞株 NIH-3T3 にマクロファージ受容体の遺伝子を導入し、MWCNT との結合能をフローサイト   

メトリー（FACS）による側方散乱光強度解析により測定した。具体的に遺伝子導入したマクロファージ受容体は、

Scavenger receptor-A1（SR-A1：別名 MSR）、Scavenger receptor-A6（SR-A6：別名 MARCO）、SR-B1、SR-B2    

（別名CD36）、C-type lectin receptor 4e（Clec4e：別名Mincle）、Clec9a（別名DNGR-1）、Clec12a（別名MICL）、
FcγRI（別名CD64）、Fcγ RⅢ（別名CD16）、Complement Receptor3（CR3）、C5aR、T cell mucin immunologlobulin
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（Tim）3、Tim4であり、各々のタンパクレベルでの発現をFACSにより確認した。 
33．． IInn  vviittrroo炎炎症症応応答答解解析析  

C57BL/6 マウス腹腔マクロファージを LPS（3 ng/ml）でプライミングした後、CBNP あるいは MWCNT（10 or 
30μg/ml）で刺激し、3 時間後の IL-1β分泌量を ELISA にて測定した。なお Tim4 の関与を調べるために抗マウス

Tim4中和モノクローナル抗体（RMT4-54）およびそのアイソタイプコントロール抗体 control rat IgG2a/κ（cIg）を

用いた。 
44．． IInn  vviivvoo炎炎症症応応答答解解析析  

CBNPあるいはMWCNT（30μg/mouse）をC57BL/6マウス腹腔内に投与し、1週間後の中皮細胞層の肉芽種形成

についてヘマトキシリン・エオジン（HE）染色による病理解析を行った。なおTim4の関与を調べるためにRMT4-54
および cIgを用いた。 

 
結結  果果  

  
11．．炭炭素素微微粒粒子子のの物物性性解解析析  
電子顕微鏡解析によりCBNP は球状を示し、一次粒子径は 28±5.0 nm であることが判明した。一方MWCNT は

アスベストに似た針状構造を示し、一次粒子径は 132±47 nm×5.1±2.4 mm（D×L）であった。いずれの炭素微粒

子も水溶液中では数10～数100μmのサイズに凝集した。これら炭素微粒子に含まれるFe、Cu、V、Ni、Zn、Coの
含有量に顕著な差は認められなかった。CBNPあるいはMWCNTをマクロファージに添加すると、いずれも効率良く

貪食されたが、CBNPを貪食したマクロファージは炎症応答を示さない一方で、MWCNTを貪食したマクロファージ

では細胞死が誘導され、同時に IL-1βが顕著に分泌された。以上の結果は、CBNPは炎症を起こさないがMWCNTは

強い炎症を引き起こす炭素微粒子であることを示唆する。 
22．．炭炭素素微微粒粒子子受受容容体体のの探探索索 
マクロファージは炭素微粒子を貪食するが、NIH-3T3 細胞は炭素微粒子を認識しない。この結果は、炭素微粒子を

認識する受容体はマクロファージに発現するが NIH-3T3 には発現しないことを示唆する。そこで NIH-3T3 にスカベ

ンジャー受容体、C 型レクチン、Fc 受容体、補体受容体、ホスファチジルセリン（PS）受容体といった種々のマクロ

ファージ受容体を導入し、炭素微粒子の認識能をFACSにより解析した。その結果、とりわけPS受容体のTim4を発

現させたNIH-3T3がCNBPおよびMWCNTのいずれに対しても顕著な認識能を獲得することが判明した。さらに変

異型Tim4タンパク質を用いた炭素微粒子結合実験から、Tim4の細胞外領域の IgVドメインに存在する芳香属アミノ

酸クラスターが炭素微粒子との結合に必須であることが判明した。またTim4は炭素を含まないアスベストとは結合し

ないことも判明した。以上の結果は、Tim4 は炭素微粒子受容体として機能し、その認識は PS 認識様式とは異なり、

π-π相互作用が重要であることを示唆する。 
33．．ママククロロフファァーージジにによよるるTTiimm44をを介介ししたた炭炭素素微微粒粒子子認認識識機機構構  

C57BL/6マウス腹腔マクロファージは効率良くMWCNTを貪食して IL-1βを分泌したが、このとき抗マウスTim4
中和モノクローナル抗体をこのマクロファージに前処理することにより MWCNT 貪食能と IL-1β分泌が有意に低下

した（図1A）。この結果は、腹腔マクロファージはTim4を介してMWCNTを認識することを示唆する。一方でアス

ベスト認識については抗マウスTim4 中和モノクローナル抗体の阻害効果は認められなかった。この結果は、Tim4 が

アスベストを認識しない結果と一致する。 
44．．TTiimm44をを介介すするる中中皮皮細細胞胞層層肉肉芽芽腫腫形形成成  
アスベストに起因する代表的疾患として中皮腫が挙げられるが、マウス気管内投与では中皮腫様病態が観察されない

ため、そのモデルとしてマウス腹腔内投与による横隔膜中皮細胞層の病理解析が行われる。同様にマウス腹腔内に

MWCNTを投与すると中皮腫様病態が観察される［7，8］。これらの報告に従ってC57BL/6マウス腹腔内にMWCNT
（30μg/mouse）を投与した結果、腹腔内炎症が起き（図1B～D）、横隔膜の腹腔側の中皮細胞層に肉芽種形成が観察

された（図1E、F）。一方、CBNPの腹腔内投与では腹腔炎が起きなかった。この結果は、マクロファージはCBNPを
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貪食しても炎症応答が起きないことと一致する。MWCNT の毒性発現への Tim4 の関与を調べるために抗 Tim4 中和

モノクローナル抗体を前処置したマウス腹腔内にMWCNTを投与した結果、腹腔炎および肉芽腫形成ともに軽減され

た（図1B～F）。これらの結果は、MWCNT毒性にTim4が関与することを示唆する。 

 
図1．MWCNTによる炎症へのTim4の関与 

A） 抗Tim4中和モノクローナル抗体RMT4-54あるいはアイソタイプコントロール抗体cIgを処理したC57BL/6 
マウス腹腔マクロファージのMWCNT認識能をFACSにより解析した。 

B～D） RMT4-54 あるいは cIg を前投与したC57BL/6 マウス腹腔内にMWCNT（30μg/mouse）を投与し、6 時間

後の腹腔内好中球数（B）、IL-1β分泌量（C）、および IL-1α分泌量（D）をFACS および ELISA で測定し

た。 
E、F） RMT4-54あるいは cIgを前投与したC57BL/6マウス腹腔内にMWCNT（30μg/mouse）を投与し、7日後 

の横隔膜を HE 染色し（E）、その中皮細胞層肉芽腫形成面積を NIHimageJ で測定した（F）。*p＜0.05、  

**p＜0.01、unpaired 2-tailed t test。 
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考考  察察  

 
本研究においてTim4 が炭素微粒子受容体として機能することが判明した。Tim4 はマウス腹腔マクロファージに高

発現しており、実際にMWCNTのマウス腹腔内投与による中皮細胞層肉芽腫形成にTim4が関与することも明らかと

なった。しかしながらヒトでは経気道曝露での毒性を考える必要がある。特筆すべきことに最近の報告［9］からTim4
がヒト胸腔マクロファージ上に高発現していることが判明し、ヒトにおいてもTim4がMWCNTの毒性発現に関与す

る可能性が考えられる。今後、ヒトへの外挿性を踏まえCNT毒性の克服に向けて研究を展開していきたい。 
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