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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が同定した制御性単球の組織傷害における分化、動態、機能を分子
レベルで明らかにすることを目的とした。その結果、従来型の単球がMDPおよびcMoPから分化するのに対し、制
御性単球は、GMPからproNeu1およびGMP-MoPを経て分化することが明らかとなった。さらに、proNeu1から
GMP-MoPへの移行段階で、Irf8の発現上昇とGfi1発現低下が起こることが制御性単球の分化に必須であることが
明らかとなった。また、G-CSFがGMPあるいはproNeu1からGMP-MoPの分化を誘導することも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We previously identified a unique subset of monocytes, namely the 
immunoregulatory monocytes. These monocytes are produced during emergency myelopoiesis and are 
responsible for regulation of inflammation and tissue repair. The aim of this study is to elucidate 
the molecular mechanisms for differentiation and function of immunoregulatory monocytes. As results,
 we found that the immunoregulatory monocytes are differentiated in bone marrow through 
GMP-ProNeu1-GMP-MoP pathway, while conventional monocytes are differentiated  through MDP-cMoP 
pathway. We also found that Irf8 and Gfi1 are involved in the regulation of immunoregulatory 
monocyte differentiation. In vivo and In vitro studies revealed that  Granulocyte-colony stimulating
 factor (G-CSF) stimulates not only differentiation of neutrophils, but also immunoregulatory 
monocyte production. 

研究分野： ライフサイエンス／免疫学

キーワード： 単球　制御性　マクロファージ　組織障害　修復

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、我々が世界に先駆けて同定した制御性単球の分化と役割を明らかにすることにより、現在の免疫学の
中心課題の１つである単球およびマクロファージの形質転換の機構の全容解明を目指したものである。本研究成
果は、緊急造血時におけるマクロファージの形質転換あるいは可塑性のメカニズムを理解する上でブレークスル
ーとなることが期待できるとともに、将来的に、炎症制御や組織修復促進を目的とした新たな疾患治療法の開発
につながる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 感染や虚血再灌流により組織傷害が起こると、免疫細胞は速やかに傷害部位に集積し、炎症を

惹起する。この炎症応答は傷害の原因の排除に有効であるが、さらなる組織傷害をもたらす危険

性も有する。したがって、原因が排除された後は、速やかに炎症を収束し、損傷した組織の修復

過程に移行する必要がある。単球由来マクロファージは、この２つの局面の病理形成に中心的な

役割を担うことが知られている。具体的に、傷害部位に浸潤した単球由来マクロファージは、炎

症期には炎症性サイトカインの産生を担う一方で、修復期には、死細胞貪食や炎症制御因子、組

織修復因子の産生を介して、炎症の収束と組織修復に寄与する。このことは、炎症期から修復期

への移行の過程で、単球由来マクロファージの形質が大きく変化することを意味する。このマク

ロファージの形質の変化のメカニズムとして、① 炎症期に傷害局所に浸潤した炎症型単球由来

マクロファージが、修復期になると局所の環境因子によって組織修復型に形質を変える。② 炎

症期と修復期に、骨髄で異なる性質の単球が産生され、それぞれが局所に浸潤して炎症型、組織

修復型マクロファージとして働く。の２つの可能性が考えられる。これまでに、それぞれの説を

支持する知見が複数報告されているが、１つの単球由来マクロファージの経時的変化を追跡す

ることが技術的に困難なこともあり、形質変化のメカニズムの詳細については未だ結論が出て

いない。 

我々は、本研究開始前に、細胞死誘導後の組織に集積する単球由来マクロファージの解析を端

緒として、組織傷害の修復期の骨髄で増産される、マウス単球の新規サブセット（Ym1+Ly6C+単

球）を同定した (Science Immunol 2018)。Ym1 発現細胞を可視化できるマウス（Ym1-Venus マウ

ス）を作製し解析したところ、Ym1+Ly6C+単球は、健常時には骨髄および末梢血中の Ly6C 陽性

単球のわずか 5%程度しか存在しない一方で、DSS 誘導腸炎を起こすと、DSS投与終了後の修復

期に急激に増加することが分かった。骨髄でも同様に Ym1+Ly6C+単球数の増加が見られること

から、本細胞は組織傷害の修復期に骨髄で増産されることが分かった。傷害組織に浸潤した

Ym1+Ly6C+単球は、炎症性単球に比べて、炎症制御性サイトカインである IL-10 の発現が高く、

また、炎症の回復や組織修復に重要な Slpi 発現が高いことから、炎症抑制および組織修復に関

与すると考えられた。実際、Ym1+Ly6C+単球を誘導的に消去できるマウス (Ym1-DTR マウス) を

用いて、腸炎の回復期に Ym1+Ly6C+単球を消去すると、腸炎の回復が有意に遅延することが分

かった。これらの結果から、Ym1+Ly6C+単球は、修復期に傷害組織に浸潤し、炎症抑制および組

織修復に関与することが明らかとなった。本知見は、上述の組織傷害における単球由来マクロフ

ァージの形質変化の機構に関する２つの仮説のうち、② を支持し、かつ、修復期の傷害組織—

骨髄の連関によって、骨髄での制御性単球産生を促進する機構が存在することを示している。 

 

２．研究の目的 

このような背景のもと、本研究では、我々が同定した制御性単球の組織傷害における分化、動

態、機能を分子レベルで明らかにすることを目的とした。具体的には、 

1. 傷害組織から骨髄に伝達される制御性単球の分化促進機構の解明 

2. 骨髄における制御性単球の分化を制御する転写因子の同定 

3. 傷害部位における制御性単球の機能分子の同定と形質制御機構の解明 



 これらの知見を統合することで、組織傷害の局面の移行における単球•マクロファージの形質

変化の機構を明らかにするとともに、傷害組織と骨髄の臓器連関の実体を明らかにすることを

目指した。本研究は、我々が世界に先駆けて同定した、骨髄で産生される制御性単球の分化と役

割を明らかにすることにより、現在の免疫学の中心課題の１つである単球•マクロファージの形

質転換の機構の全容を明らかにしようとするものであり、その成果はマクロファージの可塑性

および組織傷害の病理を理解する上で、ブレークスルーとなることが期待できる。 

 

３．研究の方法 

 これまでの報告により、定常時の骨髄の Ly6C 陽性単球は、顆粒球単球前駆細胞（GMP）から

マクロファージ・樹状細胞前駆細胞（MDP）、単球前駆細胞（cMoP）を経て分化することが知ら

れている。我々は、研究開始時点までに、Ym1-Venus マウスから採取した各種前駆細胞をコンジ

ェニックマウスに adoptive transfer する実験の結果から、Ym1+Ly6C+単球が、上記の GMP-MDP-

cMoP 経路ではなく、MDP を仲介しない GMP からの別経路で分化することを見いだしていた。

本研究では、Ym1+Ly6C+単球の前駆細胞を in vitro および in vivo の両面で解析することにより、

骨髄における制御性単球の分化経路の詳細及び、この経路に関与する転写因子の同定を試みた。

in vitro では、Ym1-Venus マウスの各種前駆細胞を各因子で刺激して分化能を検討した。in vivo で

は、定常時および炎症時のマウスの骨髄前駆細胞を複数の抗体で染色した上で、フローサイトメ

トリーで測定し、infinity flow pipeline を用いて分化経路の予測を行った。さらに、予測を検証す

るために、各種前駆細胞を分取して adoptive transfer により分化能を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）骨髄における制御性単球の分化経路 

本研究では、制御性単球の骨髄における分化経路の解明を目指して、最初に制御性単球と炎症

性単球（Ym1 陰性の従来の単球）の細胞表面マーカーの差異を解析した。その結果、制御性単

球に特異的に発現する細胞表面マーカーとして、CD88 と CD157 を同定することに成功した。次

に、未刺激あるいは LPS刺激をした Ym1-Venus マウスから骨髄細胞を採取し、CD88 と CD157

を含む 12種類の骨格マーカーと、約 250種類のパネル抗体で染色し、フローサイトメトリーで

解析した。表面タンパク質発現パターンを機械学習させ、UMAP アルゴリズムを用いて次元圧

縮し、UMAP プロット上に各種前駆細胞、分化途上ならびに成熟後の単球、好中球のクラスタ

ーを示し、同時に、表面発現パターンに基づき、pseudo-time tragectory 解析で分化経路を予測し

た。この予測により、制御性単球は、通常の炎症性単球の分化経路とは異なる経路で分化する可

能性をつきとめた。すなわち、定常状態のマウスで多数を占める Ym1 陰性の従来型の単球が

MDP→cMoP 経路を介して分化するのに対し、炎症時後期に増産される制御性単球は、GMP か

ら proNeu1 細胞（これまで好中球にのみ分化すると考えられてきた前駆細胞）を経て、制御性単

球に分化すること、さらに、proNeu1 から制御性単球への分化の過程で、新規単球前駆細胞 

（GMP-MoP と命名）を経ることが予測された。我々は、この予測の妥当性を検証する目的で、

最初に cMoP と GMP-MoP をフローサイトメトリーにより区別することのできる表面マーカー

を探索した。その結果、CD81 と CX3CR1 を組み合わせることにより、この２つの前駆細胞を分

けることができることを明らかにした（cMoP: CD81-, CX3CR1+, GMP-MoP: CD81+, CX3CR1-）。

次に我々は、それぞれの前駆細胞を分取してこれを移植することで、上記分化予測モデルを検証

したところ、予測と一致して、MDP および cMoP からは、従来型の単球（Ym1陰性単球）のみ



が分化するのに対し、

proNeu1 および GMP-

MoP から、制御性単球

（Ym1 陽性単球）が分

化することが確認でき

た。さらに、好中球分化

経路の最も下流に位置

する前駆細胞である

proNeu2細胞は、制御性

単球への分化能を失

い、好中球にのみ分化

することも確認した。これらの結果より、GMP からの分化経路には、proNeu1 が分岐点となっ

て、GMP-MoP から制御性単球への分化経路と、proNeu2 から好中球への分化経路が存在してい

ると結論づけた（図）。解明された制御性単球の分化経路は、同単球が好中球と特徴の一部を共

有しているという事実によく合致するものである。 

 

（２）制御性単球の分化に関与する転写因子の解明 

制御性単球の分化に関与する転写因子を明らかにするために、GMP, MDP, cMoP, GMP-MoP,  

proNeu1, proNeu2 の各前駆細胞を分取し、RNA sequence により網羅的に遺伝子発現を比較した。

その結果、GMP-MoP は、好中球系の前駆細胞と単球系の前駆細胞の中間の遺伝子発現パターン

を示すことがわかった。個別の転写因子の発現をみると、GMP-MoP では、単球分化に重要な役

割を担う Irf8 の発現が cMoP と同程度に高い一方で、好中球分化に必須であることが報告されて

いる Gfi1 の発現量が、proNeu1 や proNeu2 より低く、cMoP より高いことが明らかになった。次

に、これらの転写因子の制御性単球分化への関与を検討するために、Irf8 および Gfi1 の欠損マ

ウスの解析を行ったところ、Irf8 KO マウスでは、制御性単球が存在しないのに対し、Gfi1 KO で

は、好中球が消失する一方で、制御性単球の著明な増加が見られた。これらの知見より、proNeu1

から GMP-MoP への移行段階で、Irf8 の発現上昇と Gfi1 発現低下が起こることが制御性単球の

分化に必須であることが明らかとなった。 

 

（３）制御性単球の分化誘導因子の探索 

  次に、制御性単球の産生促進因子の探索のために、定常状態のマウスに各種サイトカインを投

与して、制御性単球の動態を解析した。その結果、単球、マクロファージの分化促進因子として

知られている M-CSF の投与は制御性単球の増産を誘導しなかったのに対し、G-CSF や GM-CSF

の投与は、制御性単球を増加させることが明らかとなった。さらに、LPS刺激の際に、これらの

因子の中和抗体の制御性単球の産生に対する効果を検討したところ、G-CSF抗体のみが、有意に

制御性単球の産生を抑制することがわかった。さらに、G-CSF の投与により、骨髄における GMP-

MoP の割合が増加すること、および、in vitro の分化誘導系において、G-CSF が GMP あるいは

proNeu1 から GMP-MoP の分化を誘導することも明らかとなった。これらの知見を総合して、G-

CSF は、緊急造血時において、好中球の産生と共に制御性単球の産生も促進する作用を有するこ

とが明らかとなった。 
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図：制御性単球の分化経路
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