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研究成果の概要（和文）：定常状態ならびに炎症状態において、樹状細胞及び単球／マクロファージは生体防御
や組織炎症病態に関与する。マウスでは、先に、単球のみへの分化能を有する共通単球前駆細胞（cMoP）が同定
されていた。本研究では、ヒトcMoPの同定に成功した。ヒトcMoPは、臍帯血や骨髄に存在する従来型顆粒球・単
球前駆細胞（cGMP）の中の亜集団（CLEC12A高発現CD64高発現）として同定され、単球のみへの分化能を示し他
のミエロイド細胞やリンパ球へは分化しなかった。また、cGMP中に、樹状細胞やリンパ球への分化能を示さない
修正型GMPを同定することにも成功した。ヒトミエロイド細胞分化経路を書き換える研究成果である。

研究成果の概要（英文）：Dendritic cells and monocytes/macrophages are critically involved in host 
defense and tissue pathology under steady-state and inflammatory conditions. A common monocyte 
progenitor (cMoP) that is strictly committed to the monocyte lineage has been recently identified in
 mice. In this study, we identified human cMoPs as a CLEC12AhiCD64hi subpopulation of conventional 
granulocyte-monocyte progenitors (cGMPs) in umbilical cord blood and in bone marrow. Human cMoPs 
gave rise to monocyte subsets without showing any potential for differentiating into myeloid or 
lymphoid cells. Within the cGMP population, we also identified revised GMPs that completely lacked 
DC and lymphoid potential. Our findings expand and revise the current understanding of human myeloid
 cell differentiation pathways.

研究分野： 免疫学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 樹状細胞（DC）は生体内で最も強力な抗原
提示能をもつ細胞であり、ナイーブ T細胞の
活性化に必要不可欠な細胞である（Annu	 Rev	 
Immunol	 23,	 275	 (2005)）。単球は様々な組
織に移入し、定常状態では組織マクロファー
ジへと分化して多種多様な機能により組織
恒常性の維持に寄与する一方で、炎症状態で
は、様々な組織の炎症病態構築にも関与する。
両者ともに骨髄中の造血幹細胞（HSC）より
発生し、前駆細胞が段階的・連続的に分化・
増殖することで供給される。我々は、マウス
において DC のみを生み出す共通 DC 前駆細胞
（common	 DC	 progenitor,	 CDP）の同定に成
功してきた（Immunity	 38,	 943	 (2013);	 Nat	 
Immunol	 8,	 1207	 (2007)）。また近年、マウ
スにおいて Ly6chi単球と Ly6clo単球を生み出
す共通単球前駆細胞（ common	 monocyte	 
progenitor,	 cMoP ） も同定された（ Nat	 
Immunol	 14,	 821	 (2013)）。マウス cMoP は DC
と単球を供給する前駆細胞である単球−DC 前
駆細胞（MDP）から由来することが証明され
ている。一方、ヒトにおける DC や単球の前
駆細胞は未同定であった。	 
 
２．研究の目的 
	 これらの研究背景並びに研究成果に基づ
き、本研究では、ヒト DC や単球／マクロフ
ァージ前駆細胞を同定することを目的とし
た。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 サンプル	 
	 日本赤十字血液センターより分与された
ヒト臍帯血を主な研究材料として、必要に応
じてヒト骨髄細胞や末梢血を用いた。全ての
ヒトサンプルはインフォームドコンセント
を取得後に実験に供した。	 
	 
(2)	 フローサイトメーターによる細胞分離	 
	 それらサンプル中の前駆細胞を含む白血
球分画を遠心分離後、さまざまな蛍光色素標
識抗体で染色して、セルソーターで単離精製
した。	 
	 
(3)	 細胞培養、解析	 
	 コロニーアッセイ系や我々の構築した ex	 
vivo ミエロイド細胞培養系（huFlt3L,	 
thrombopoietin	 (TPO),	 stem	 cell	 factor	 
(SCF)を添加）を駆使して、各々の前駆細胞
の分化能を検討した。また、T 細胞分化能の
評 価 に は TST4/DLL4 ス ト ロ ー マ と
huFlt3L/IL-7 を,B-NK 細胞には、TST4 と
huSCF,	 huIL-7,	 huTPO,	 huIL-2 を用いた。必
要に応じて、細胞周期解析、単一細胞培養、
貪食能解析、ELISA	 kit によるサイトカイン
測定等を行った。	 
	 
(4)	 網羅的遺伝子発現解析	 
	 cMoP を含む上下流の前駆細胞並びに単球

を用いて網羅的遺伝子発現解析（マイクロア
レイ）、バイオインフォマティクス解析を行
った。	 
	 すべての研究計画は、東京医科歯科大学の
倫理審査委員会承認を得て行った。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 従来型顆粒球-単球前駆細胞（cGMP）は 4
つの亜集団に分類できる	 
	 ヒト血球分化研究において、これまでにミ
エロイド系細胞の前駆細胞として共通ミエ
ロイド前駆細胞（CMP）、赤芽球系前駆細胞
（MEP）、そして従来型-顆粒球/単球前駆細胞
（cGMP）が同定されてきた。そして近年、ヒ
ト DCと単球を供給する前駆細胞である単球−
DC 前駆細胞（MDP）も同定され、この発見に
よって単球への分化能をもつヒト cMoP の存
在が示唆された。	 
	 我々は、ヒト CDP や cMoP を同定すること
を目的として、臍帯血由来の cGMP を複数の
分画に分け得るさまざまな細胞表面マーカ
ーをスクリーニングした。その結果、c-type	 
lectin である CLEC12A と Fcγ受容体である
CD64 を用いると cGMP が 4 つの分画、即ち
CLEC12AhiCD64hi（R2）、CLEC12AhiCD64int（R3）、
CLEC12A+CD64−（R4）、CLEC12A−CD64−（R5）に
別れることを見出した（図１）。また、我々
は幹細胞マーカーである CD34 が陰性の分画
に CLEC12AhiCD64hi（R2）と非常によく似た表
現系を持つ細胞集団（R1）を同定した。これ
ら R1〜R5 までの集団は臍帯血中のみならず
ヒト骨髄にも認められたが、末梢血中には検
出されなかった。 
	 次に、R1〜R5 に含まれる細胞のおおまかな
分化能とその増殖能を確かめるためにメチ
ルセルロース培地を用いたコロニーアッセ
イを行なった。その結果、R2 と R5 はマクロ
ファージコロニー（M）のみを作るようなク
ローンで構成されており、R3 と R4 は M コロ
ニー、顆粒球コロニー（G）そして GM コロニ
ーを形成するようなクローンで構成されて
いることが明らかになった。また、R1 はコロ
ニーを作らず、増殖能を持たない細胞集団で
構成されていることが示唆された。以上の結
果により、cGMP は CLEC12A と CD64 によって
4 つの亜集団に分類できることがわかり、
各々の亜集団はそれぞれ異なる分化能を持
つ前駆細胞で構成されていることが示唆さ
れた。	 
	 
(2)	 共通単球前駆細胞（cMoP）と修正型 GMP
の同定	 
	 R1〜R5 のより詳細なミエロイド系への分
化能を確かめるために、単球、顆粒球、形質
細胞様樹状細胞、従来型樹状細胞が分化し得
る培養条件を確立し 5つの細胞集団を培養し
た。その結果、R1 と R2 からは単球のみが、
R3 からは単球と顆粒球が、R4 からは単球、
顆粒球、形質細胞様樹状細胞、従来型樹状細
胞が、R5 からは単球、形質細胞様樹状細胞、



従来型樹状細胞が分化することがわかった
（図１）。	 

	 図１	 ヒト cMoP,	 rGMP の同定	 
	 
	 次に、cGMP には一部リンパ球への分化能が
残っていることが報告されていたため（Nat	 
Immunol	 11,	 585	 (2010)）、どの細胞集団に
リンパ球への分化能を持つ細胞が含まれて
いるかを確認した。その結果、R1〜R3 にはリ
ンパ球への分化能を有する細胞は検出され
なかったが、R4 と R5 にはリンパ球の分化能
を持つ細胞集団が含まれることが明らかに
なった（図１）。以上の結果より、我々は、
CLEC12AhiCD64hi（R2）を全てのヒト単球サブ
セットを産生するヒト共通単球前駆細胞
（ common	 monocyte	 progenitor:	 cMoP ）、
CLEC12AhiCD64int（R3）を、単球と顆粒球に分
化する真の GMP、すなわち rGMP（revised	 GMP）
と各々定義した（図１）。また、既報プレ単
球（J	 Exp	 Med	 212,	 401	 (2015)）が R1 と同
一の表現系であったことから、R1 はプレ単球
であることが示唆された。	 
	 

(3)	 cMoP/rGMP 由来１細胞がもつ分化能	 

	 cMoP と rGMP を構成する細胞集団の１細胞
からどの様な細胞が分化するかを確認する
ため、cMoP または rGMP に含まれる細胞を１
細胞レベルで培養し、その分化能を検討した。
その結果、cMoP は全ての単球サブセットに分
化するクローンで構成され、rGMP は単球に分
化するクローン、顆粒球に分化するクローン
そして顆粒球と単球に分化するクローンで
構成されることが示唆された。以上の結果よ
り、我々が定義した cMoP は１細胞レベルで
も全ての単球サブセットへの分化能を有す
る前駆細胞であること、rGMP は１細胞レベル
で単球と顆粒球のみに分化する現在までに
は報告のない全く新しい前駆細胞であるこ
とが明らかになった。さらに、我々の結果か
ら、マウスとヒトで単球の分化過程がわずか
に異なっていることも示唆された。	 
	 
(4)	 プレ単球、cMoP、rGMP の分化階層関係と
単球の分化経路	 
	 プレ単球、cMoP、rGMP 三者間の分化階層関
係を明らかにする目的で cMoP と rGMP を 24
時間培養し、それぞれがどの細胞に分化する
か検証した。その結果、cMoP からはプレ単球
のみが分化し、rGMP からはプレ単球と cMoP
が分化した。以上の結果よりこの三者間での

分化階層関係は、rGMP→cMoP→プレ単球の順
に分化することが明らかになった（図２）。	 
	 次に、我々は単球のより詳細な分化過程を
明らかにするためにミエロイド系細胞分化
系譜上最上流に位置する CMP（共通ミエロイ
ド前駆細胞）、rGMP、cMoP、プレ単球、cMoP
由来単球、そして末梢血単球を用いて網羅的
遺伝子発現解析（マウクロアレイ）を行なっ
た。その結果、約 9000 遺伝子を用いた樹形
図階層型クラスタリング解析では CMP→rGMP
→cMoP→プレ単球→cMoP 由来単球（in	 vitro
で cMoP を培養し単球に分化させた細胞）→
末梢血単球の順に各遺伝子発現パターンが
紐付けされた。また、主成分解析を行うと主
成分１は、クラスタリング解析と同様にして
CMP→rGMP→cMoP→プレ単球→cMoP 由来単球
→末梢血単球の順に分化することを強く示
唆する結果となった。さらに末梢血単球に特
徴的な遺伝子群を作成し、GSE（gene	 set	 
enrichment）解析を行なった。その結果、rGMP
は CMP よりも、cMoP は rGMP よりも、プレ単
球は cMoP よりも、そして、cMoP 由来単球は
プレ単球よりも、各々単球に特徴的な遺伝子
セットをより強く発現していることが明ら
かになった。以上より、網羅的遺伝子発現解
析の結果からも、CMP→rGMP→cMoP→プレ単
球→末梢血単球の順番に分化と増殖を繰り
返しながら、単球が分化する経路が支持され
た（図２）。	 

	 図２	 ヒト単球分化経路の解明	 
	 

(5)	 マウス cMoP とヒト cMoP の比較	 

	 マウスでは cMoP が同定され（Nat	 Immunol	 
14,	 821	 (2013)）、疾患における cMoP の挙動
やその機能が解析されている。したがって、



ヒト cMoP とマウス cMoP の比較は、ヒトのサ
ンプルではなかなか解析できない部分をマ
ウスの実験系を用いて代替的に解析するこ
とが有意義か否かを判断する指標となりう
る。そこで我々は、既報のマウス cMoP 網羅
的遺伝子発現パターンの中からヒトのホモ
ログを抽出し、それをヒト cMoP の遺伝子発
現パターンと比較した。約 5000 遺伝子を用
いて樹形図階層型クラスタリング解析を行
ったところ、両者間には統計学的に優位な相
関性が認められた。ヒト単球とマウス単球で
はその分化過程に違いがあるものの、単球に
限局した分化能を示す cMoP においては非常
によく似た表現系を持つことから、マウス
cMoP 由来の単球が関与する疾患モデルにお
いて得られた知見をヒトにも応用すること
ができる可能性を与えるものである。	 
	 ヒト血液細胞の分化過程は、サンプルの入
手が困難なことやその実験系に限界がある
ため、未詳な点が数多く残っている。またヒ
トではマウスにおいて未だ確認されていな
い分化能を持つ細胞なども発見されており、
ヒトとマウスの血液分化はある程度の相同
性を持ちながらそれぞれに特徴的な過程が
存在している。本研究において我々は、ヒト
cMoP を同定するために単球−MΦ に発現する
マーカーCLEC12A とマーカーCD64 に着目し、
これらマーカーを用いることで、ヒト臍帯血
または骨髄中の cGMP が四分画に分かれるこ
とを見出した。そして、その分画中にヒト
cMoP（ CLEC12AhiCD64hi）、ヒト修正型 GMP
（CLEC12AhiCD64int）を同定することに成功し
た。さらに興味深いことに ex	 vivo の実験結
果から、ヒト cMoP は rGMP より供給されるこ
とが示されたため、ヒトとマウスにおける単
球の分化過程が異なることが示唆された。ヒ
ト cMoP は、単球を経て、炎症性腸疾患では
炎症惹起性マクロファージ、骨疾患では破骨
細胞、さらに腫瘍組織では腫瘍随伴マクロフ
ァージ（TAM）に分化するため、ヒト cMoP を
標的とした新規治療法の開発が期待される。	 
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