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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨髄由来マクロファージのM1/M2分極化およびサイトカイン産生におけ
るミトコンドリアNa+/Ca2+交換輸送体（NCLX）の関与について検討した。その結果、IFN-γによるM1分極化およ
びIL-4によるM2分極化に対してNCLX阻害薬CGP-37157は影響しなかったことから、マクロファージの分極化に
NCLXは関与しないと考えられた。また、LPS刺激で誘発されるM1マクロファージによるIL-6産生およびM2マクロ
ファージによるIL-10産生に対してもCGP-37157は影響しなかったことから、マクロファージによる炎症反応の調
節にNCLXが直接的に関与する可能性は低いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the involvement of mitochondrial Na+/Ca2+ 
exchanger (NCLX) in M1/M2 polarization and cytokine production of bone marrow-derived macrophages. 
Our results showed that the NCLX inhibitor CGP-37157 had little effect on IFN-γ-induced M1 
polarization and IL-4-induced M2 polarization, suggesting that NCLX is not involved in macrophage 
M1/M2 polarization. CGP-37157 also had no effect on IL-6 production by M1 macrophages or IL-10 
production by M2 macrophages induced by LPS stimulation, suggesting that NCLX is unlikely to be 
directly involved in the regulation of inflammatory responses by macrophages.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マクロファージの分極化制御機構の解明は、マクロファージの多様な生理機能や病態への関与を明らかにする上
で重要な課題である。M2マクロファージでNCLX発現が増加していたことから、分極化や細胞機能へのNCLXの関与
について検討したが、M1/M2分極化やサイトカイン産生はNCLX活性阻害により影響が見られなかった。しかしな
がら、M2マクロファージからのケモカイン産生を介した血管細胞との連関において、NCLXが関与する可能性を示
す知見を得ている。この結果は、マクロファージのミトコンドリアCa2+輸送が血管病変に関与する可能性を示す
ものであり、病態メカニズムの解明や治療への応用につながると考えられる。

※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 
がんやメタボリック症候群などを引き起こす共通の病態として慢性炎症が注目されており、

低いレベルで持続する炎症反応によってさまざまな臓器障害を生じる。この慢性炎症の惹起と
収束の両面に、マクロファージが関与することが明らかになってきた。マクロファージはその表
現型の違いによって、M1 マクロファージと M2 マクロファージに大別される。炎症の惹起には M1
マクロファージが関与しており、炎症性刺激によって活性化されると炎症性サイトカインの産
生や異物の排除などを行う。一方、M2 マクロファージは抗炎症性サイトカインを産生するなど、
抗炎症型の表現型を呈し、炎症の収束に寄与する。このように、マクロファージの M1/M2 分極化
のバランスが変化することにより、マクロファージが炎症の惹起にも収束にも関与することが
できると考えられるが、マクロファージの分極化を制御する仕組みについては十分に解明され
ていない。 
細胞内 Ca2+は、マクロファージ M1/M2 分極化および機能発現を制御する因子の一つである。細

胞内 Ca2+濃度は細胞外からの Ca2+流入以外に細胞内小器官からの Ca2+放出によって増加し、細胞
外への排出と細胞内小器官への再取り込みによって低下する。ATP 産生を行うミトコンドリアは
細胞内 Ca2+貯蔵部位としても働くことが知られており、ミトコンドリア Ca2+濃度の調節は、細胞
質からミトコンドリアへの Ca2+取り込みを担う Ca2+ユニポーター（MCU）とミトコンドリアから
細胞質への Ca2+汲み出しを担うミトコンドリア Na+/Ca2+交換輸送体（NCLX）によって行われてい
る。研究代表者らは、NCLX遺伝子発現量が M2 マクロファージで増加していることから、NCLX を
介したミトコンドリア Ca2+濃度変化が M1/M2 分極化や M2 マクロファージの機能に関与する可能
性を考えた。ミトコンドリア Ca2+動態とマクロファージの M1/M2 分極化の関連性を解明すること
は、マクロファージの多様な生理機能や病態への関与を明らかにする上で重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ミトコンドリアから細胞質への Ca2+汲み出しを担う Na+/Ca2+交換輸送体（NCLX）

が、マクロファージの M1/M2 分極化や細胞機能においてどのような役割をするのかを明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス骨髄由来マクロファージの調製 
雄性 C57BL/6J マウス（8-16 週齢）の大腿骨、脛骨および上腕骨より骨髄を採取し、RBC Lysis 

Buffer で赤血球を溶解させ、100 µm フィルターを通して骨髄細胞を得た。単離した骨髄細胞を
マクロファージに分化させるために、マクロファージコロニー刺激因子 M-CSF（25 ng/mL）を添
加した 20% FBS 含有 RPMI1640 培地で培養し、3 日後に培地交換を行い、6 日後に M0 マクロファ
ージを得た。 
 
（2）BMDM の分極化誘導およびマーカー遺伝子発現量の解析 

M0 マクロファージを IFN-γ（20 ng/mL）を添加した 5% FBS-RPMI1640 培地で 24 時間培養す
ることにより M1 分極化を、IL-4（10 ng/mL）を添加して同様に培養することにより M2 分極化を
誘導した。M1/M2 分極化マーカーの遺伝子発現量により、マクロファージの M1/M2 分極化を評価
した。M1/M2 分極化誘導 24 時間後のマクロファージから total RNA を抽出し、逆転写反応で cDNA
を合成し、リアルタイム PCR 法を用いて分極化マーカー遺伝子（M1 マーカー：iNOS、M2 マーカ
ー：Arg1, Ym1）の発現量の解析を行った。NCLX 阻害薬 CGP-37157（10 µM, 30 µM）は、分極化
の誘導開始時に培地中に添加した。 
 
（3）BMDM によるサイトカイン産生の定量 

M1 マクロファージに LPS（100 ng/mL）を 4 時間処置した後、細胞から total RNA を抽出して
逆転写反応で cDNA を合成し、リアルタイム PCR 法を用いて IL-6 の遺伝子発現量を測定した。
また、M2 マクロファージに LPS を 12 時間処置し、同様にして細胞の IL-10 遺伝子発現量を測定
した。CGP-37157（1 µM, 10 µM）は、LPS 添加と同時に培地中に添加した。 
 
４．研究成果 
（1）M1/M2 分極化に対する NCLX 阻害薬の影響 

M0 マクロファージに M1/M2 分極化を誘導し、各分極化マーカー遺伝子発現量をリアルタイム
PCR 法により測定した。M0 マクロファージに IFN-γを 24 時間処置すると、M1 分極化マーカー
である iNOS の遺伝子発現量が増加したことから、M1 マクロファージへの分極化が確認された。
NCLX 阻害薬 CGP-37157 を IFN-γと同時に処置した細胞では、iNOS 遺伝子発現量がさらに増加す
る傾向がみられた（図 1 左）。一方、M0 マクロファージに IL-4 を 24 時間処置した場合には、M2
分極化マーカーである Arg1 および Ym1 の遺伝子発現量は増加し、M2 マクロファージへの分極化
が確認された。また、CGP-37157 を処置しても Arg1 および Ym1 の遺伝子発現量増加にはほとん
ど影響が見られなかった（図 1 中・右）。これらの結果より、CGP-37157 による NCLX 阻害は、マ



クロファージの M1/M2 分極化に影響しないことが示された。 

 
図 1 M1/M2分極化マーカーの遺伝子発現量 

 
（2）マクロファージによるサイトカイン産生に対する NCLX 阻害薬の影響 

M1 マクロファージに LPS（100 ng/mL）を 4 時間処置したときの炎症性サイトカイン IL-6 の
遺伝子発現量をリアルタイム PCR 法により測定したところ、溶媒処置した M1 マクロファージに
比較して増加が見られた。しかしながら、CGP-37157 は LPS 刺激による IL-6 遺伝子発現量の増
加に影響しなかった（図 2 左）。一方、M2 マクロファージに LPS を 12 時間処置した場合には、
抗炎症性サイトカイン IL-10 の遺伝子発現量の増加が見られた。この IL-10 遺伝子発現量の増
加は、CGP-37157 を処置しても影響されなかった（図 2 右）。これらの結果より、CGP-37157 によ
る NCLX 阻害は、マクロファージによるサイトカイン産生に影響しないことが示された。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 サイトカインの遺伝子発現量 
 
本研究において研究代表者らは、骨髄由来マクロファージの M1/M2 分極化および細胞機能に

おける NCLX の関与について調べる目的で、NCLX 阻害薬を用いた検討を行った。その結果、M0 マ
クロファージから M1 あるいは M2 マクロファージへの分極化に対して、NCLX 阻害薬 CGP-37157
はほとんど影響しなかったことから、骨髄由来マクロファージの M1/M2 分極化に NCLX は関与し
ないものと考えられた。そこで次に、NCLX がマクロファージの細胞機能に関与する可能性につ
いて検討した。LPS は B 細胞、単球、マクロファージ等の免疫細胞を活性化するが、M1 マクロフ
ァージを LPS で刺激すると炎症性サイトカイン IL-6産生が増加した。また、M2 マクロファージ
を LPS で刺激すると、抗炎症性サイトカイン IL-10 の産生が増加した。しかしながら、CGP-37157
は M1 および M2 マクロファージによるサイトカイン産生に影響しなかったことから、マクロフ
ァージによる炎症反応の調節に NCLX が直接的に関与する可能性は低いと考えられた。 
神経細胞などの興奮性細胞ではミトコンドリアからの Ca2+汲み出しにおいて NCLX の寄与が大

きいのに対して、肝細胞などの非興奮性細胞では H+/Ca2+交換輸送体の寄与が大きいことも報告
されていることから、マクロファージでは H+/Ca2+交換輸送体の発現についても考慮する必要が
ある可能性が考えられる。また最近、マクロファージの分極化やサイトカイン産生に細胞外から
の Ca2+流入が関与するが、M1/M2 分極化はそれぞれ異なる Ca2+流入経路を介することが報告され
ている。M2 分極化には Orai1 を介した Ca2+流入が必須であり、Orai1 を欠損させると M2 マクロ
ファージへの分極化が起こらなくなるが、このときにミトコンドリア機能が低下することが示
されている。本研究では、NCLX 活性阻害によってマクロファージの分極化に影響が見られなか
ったが、NCLX を含めたミトコンドリア Ca2+輸送体の発現変化によりミトコンドリア機能の低下
が起こる条件下であれば、M2 マクロファージへの分極化に影響する可能性が考えられる。今回、
マクロファージによる炎症性および抗炎症性サイトカインの産生には NCLX の関与は少ないと考
えられたが、M2 マクロファージによるサイトカイン産生以外の機能に NCLX が関与することを示
す知見を得ている。M2 マクロファージではケモカイン産生が促進されており、今後ミトコンド
リアの Ca2+動態との関連性について調べていく予定である。 
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