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研究成果の概要（和文）：マクロファージは自然免疫を司る、重要な血液・免疫担当細胞である。

そしてその分化や機能はサイトカインと呼ばれる機能蛋白質によって制御される。これまで同

定された主なサイトカインは M-CSF であるが、近年、新たに IL-34 と呼ばれるサイトカインも

マクファージの分化や機能を制御する事が明らかとなった。本研究では、M-CSF と IL-34 が必

ずしも同じ作用を示す訳でない事を明らかにし、これらサイトカインの生体内での役割が異な

る可能性を示唆する事ができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Macrophages are important hematopoietic immune cells that regulate 
innate immunity, and their differentiation and function are regulated by functional 
proteins called cytokines. A major cytokine identified so far is M-CSF, but it has been 
recently found that another cytokine IL-34 also regulates macrophage differentiation and 
function. In this study, we revealed that these two cytokines differentially regulated 
macrophages, suggesting that M-CSF and IL-34 have different in vivo role. 
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１．研究開始当初の背景 
 マクロファージは自然免疫を司る重要な

血液・免疫担当細胞である。そして、他の細

胞と同じ様に、マクロファージ分化・機能制

御もサイトカインによって制御される。中で

も、マクロファージコロニー刺激因子

（Macrophage colony-stimulating factor; 

M-CSF）は単球の増殖とマクロファージへの

分化に必須のサイトカインである。実際、機

能的な M-CSF を欠損する op/op マウスでは末

梢単球や多くの組織マクロファージが著し

く減少する（Yoshida et al, Nature 1990）。

M-CSF は高度に糖鎖修飾されたタンパク質で

あり、その受容体は Fms と呼ばれる、チロシ

ンキナーゼ型受容体である。M-CSF と Fms に

ついてはこれまでに実に多くの多面的な研
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究がなされ、申請者自身も 1987 年から M-CSF

研究を続けてきた。これまでに、M-CSF タン

パク質には複数のアイソフォームがある事

（Suzu et al, JBC 1992, Blood 1994, JCI 

1994, JI 1997）、M-CSF はマクロファージの

抗腫瘍活性を増強する一方で（Suzu et al, 

Cancer Res 1989）骨髄ストローマ細胞の増

殖も支持する事（Yamada et al, JCP 1997）、

Fms を介したシグナル伝達機構における

Dok-2 の役割（Suzu et al, EMBO 2000）、そ

して最近ではヒト免疫不全ウィルス HIV-1の

病原性タンパク質 Nef による Fms シグナルの

抑制などを報告してきた（Suzu et al, Blood 

2005; Hiyoshi et al, Blood 2008）。M-CSF

とその受容体 Fmsについては基本的な事が分

かったかに思えたが、2008 年に米国企業から

画期的な報告がなされた。それは Fms には

M-CSF と一次構造上全く相同性のない別のリ

ガンド、インターロイキン 34（IL-34）が存

在するというものである（Lin et al, Science 

320: 807-811, 2008）。この事実は、単球/マ

クロファージ系の恒常性維持に Fmsシグナル

がいかに重要であるかを示すと同時に、思っ

たよりも複雑に Fms シグナルが制御されてい

る事を示している。 

 申請者もこの報告をもとにヒト IL-34 をク

ローニングし、その機能について解析を行っ

てきた。その結果、確かに IL-34 は M-CSF-Fms

結合に拮抗し、ヒト末梢単球のマクロファー

ジ分化を誘導する事を確認した。さらに培養

細胞株を用いた検討で、IL-34 による増殖刺

激能は Fms を発現させた場合のみに起こる、

つまり IL-34 が Fms を機能的な受容体として

使う事も確認した。ただ非常に興味深い事に、

M-CSF との培養で得られたマクロファージの

形態と IL-34 との培養で得られたマクロファ

ージの形態は明らかに違っていた。IL-34 で

培養したマクロファージは全般的に小型で

あった。Science の論文でもマクロファージ

コロニーの写真を supplemental data として

示しており、言及はしていないが M-CSF と

IL-34 とでは形成されるコロニーサイズが随

分と違うように見える。以上の結果は、同じ

Fms を受容体として共有するにもかかわらず、

M-CSF と IL-34 の生物活性は同じではない事

を示唆する。しかし、その理由と意義は分か

っていない。そして、Fms に 2 つのリガンド

が存在する根本的な意義も全く分かってい

ない。それに向けてはまず、この 2 つのサイ

トカインの生物学的作用が同一なのかを明

らかにする必要がある。 

２．研究の目的 
 米国 Stanley 博士らの報告にあるように、

Fms の欠損はそれだけで末梢単球と多くの組

織マクロファージの著しい減少を引き起こ

す（Dai et al, Blood 2002）。つまり Fms シ

グナルは他のサイトカイン受容体シグナル

では完全には補完することのできない、単球

/マクロファージにとっては不可欠な経路で

ある。従って、単球/マクロファージ系の成

り立ちを理解する上では、Fms シグナルがど

う制御されるかを完全に解明する必要があ

る。ではなぜ Fms に 2 つのリガンドが存在す

るのであろうか。2 番目のリガンド IL-34 の

存在は、Fms 欠損マウスの表現型が M-CSF 欠

損マウスよりもなぜ重篤なのか（Dai et al, 

Blood 2002）、という説明には十分かも知れ

ない。恐らく、近い内に、IL-34 欠損マウス

および IL-34/M-CSF ダブル欠損マウスの作製

が報告され、Fms を介したシグナルが単球/

マクロファージにとっていかに重要である

かを再確認させてくれるだろう。それでもな

お、「なぜ Fms に 2 つのリガンドが必要なの

か」という根本的な解決には十分ではない。

全体像を理解するには、一方で基本的な知見

を積み重ねていくことも重要である。例えば、

申請者らは M-CSFの生理的な血清中濃度が約

1ng/mL である事を報告してきたが（Suzu et 

al, Blood 1991）、IL-34 はどうなのだろうか。

M-CSF は多くの細胞/組織で発現するが IL-34

はどうなのだろうか、そしてその発現量は病

態などでどう変動するのだろうか。また、そ

もそも IL-34 と M-CSF は全く同じシグナル経

路を動かし、そして本当にともに Fms が唯一

の受容体なのだろうか。本研究は、単球/マ

クロファージの成り立ちに Fmsシグナルそし

てそのリガンド M-CSF と IL-34 がどう関わっ

ているか、その全体像を明らかにするのに必

要不可欠である。 

 以上を踏まえて以下の点を明らかにする

事を目的とする。研究全体の構想は、Fms に

2 つのリガンド（M-CSF と IL-34）が存在する

事が、単球/マクロファージにとってどのよ

うな生理的意義があるのかを明らかにする

事である。そのために以下の基本的な点につ

いて明らかにする。 

①IL-34 のタンパク質としての特徴は（2 量

体、糖鎖修飾の程度は）?  

②機能領域はどこなのか? 

③in vitroで誘導されるマクロファージの形

態がなぜ M-CSF と IL-34 で違う?接着分子な

どの発現の違いそれとも細胞骨格構造の違



い?シグナル伝達のパターンあるいは時間的

な制御の違いで説明できるのか? Fms に結合

後のエンドサイトーシスおよび分解の速度

の違いで説明できるのか? 

④形態だけでなくマクロファージの機能も

違うのか?抗腫瘍活性、貪食能、サイトカイ

ン産生能など 

⑤発現する細胞および発現調節機構は同じ

なのか? 

⑥体内での分布やタンパク量はどう違うの

か 

⑦病態での変動パターンは同じなのか? 

⑧IL-34 と M-CSF は Fms の同じ部位に結合す

るのか? 

⑨そもそも IL-34、M-CSF ともに Fms が唯一

の受容体なのか? 

 IL-34 と M-CSF の生物活性、特に in vitro

で培養して得られるマクロファージの形態

には明らかな違いが見られ、IL-34 で誘導さ

れるマクロファージは全般的に小型である。

本研究でより詳細に表現型（接着分子の発現

パターン、細胞骨格、抗腫瘍活性、貪食能、

サイトカイン産生能など）がどう違うのかが

明らかになる。そして、それら違いがどのよ

うな分子機構によるのか（シグナル伝達のパ

ターンあるいは時間的な制御の違い、Fms に

結合後のエンドサイトーシスあるいは分解

の速度の違いなど）が明らかになる。また、

IL-34 に関する基本的な情報（タンパク質と

しての性質、機能領域、IL-34 の Fms 結合部

位、発現する細胞および発現調節機構、体内

での分布や存在するタンパク量など）が明ら

かになる。そして、そもそも M-CSF、IL-34

ともに Fmsが唯一の受容体なのかが明らかに

なる。そして、体内（血清中など）での IL-34

存在量や分布を明らかにするために、ヒトお

よびマウス IL-34に対するモノクローナル抗

体を作製し、他の研究グループにも積極的に

提供する。全ての結果をあわせて、M-CSF と

受容体 Fms を共有する新規サイトカイン

IL-34 の存在意義を明確にする事を目的とす

る。 

 

３．研究の方法 
①IL-34 の基本性状の生化学的解析 

 これまでにヒト IL-34 の C 末端に Flag 配

列を付加してもその生物活性は保持される

事を確認している。そこでこの組換えタンパ

ク質が、単量体あるいは M-CSF と同様に（Suzu 

et al, Blood 1991）2 量体で存在するのか、

また M-CSFと同じく高度に糖鎖修飾されてい

るかを Western blotting、糖消化酵素などを

用いた生化学的解析で明らかにする。また、

2 量体化している場合はそれが生物活性に必

須かどうか変異体を作製して解析する。 

②IL-34 と M-CSF の生物活性の比較 

 これまでに IL-34 誘導マクロファージの形

態が M-CSF誘導マクロファージの形態とは明

らかに違う事を見出している。その理由を明

らかにするために、インテグリンなどの接着

分子の発現パターンに細胞内骨格などに差

があるかを FACS や免疫染色で解析する。ま

たサイトカイン産生能に違いがあるかを

ELISA法あるいはFACSによる細胞内染色で解

析する。 

③IL-34 と M-CSF によって起こるシグナル伝

達経路の相違解析 

 前述したように、少なくとも IL-34 誘導マ

クロファージの形態は M-CSF 誘導マクロファ

ージの形態とは明らかに違う。そして初年度

の研究で、IL-34 と M-CSF がその他の生物活

性の点でどう違うかも明らかになる。その結

果をふまえてそれらの違いがどのようなシ

グナル伝達の違いによるかを明らかにする。

Fms はチロシンキナーゼなのでチロシンリン

酸化タンパク質のパターンそして経時的な

パターン変化にも着目して解析する。方法は

代表者による既報（Suzu et al, EMBO 2000）

に準じて行う。 

④IL-34 と M-CSF の Fms への結合部位と結合

後の動態解析 

 なぜ IL-34 誘導マクロファージの形態が

M-CSF 誘導マクロファージの形態と違うのか

を上のシグナル解析とは別の 2つの観点から

も解析する。まず、IL-34 と M-CSF は同じ Fms

部位に結合するのかを Fms に対する 4種類の

抗体を用いて明らかにする。M-CSF と Fms の

結合は C 末端に Flag 配列を付加した M-CSF

を用いて FACS で簡便にモニターできるので

（Suzu et al, Blood 2005）、この方法を応

用し 4種の抗体が同じように M-CSF – Fms 結

合と IL-34 – Fms 結合を阻害するかを解析す

る。また、もう 1つの観点として M-CSF-Flag

および IL-34-Flag 結合ののち Fms が同じ速

度でエンドサイトーシスされ分解されて行

くのかも Western blotting などで（Suzu et 

al, JCP 2007）解析する。 

⑤ヒト IL-34 の機能領域の同定 

 さまざまな C末端欠失変異体を作製しその

生物活性を測定し、ヒト IL-34 の機能領域を

同定する。生物活性の測定はサイトカイン依

存性ヒト白血病細胞株 TF-1 を用いる。ヒト



IL-34は Fmsを発現しないTF-1細胞の増殖は

刺激しないが、Fmsを発現するTF-1細胞（Suzu 

et al, JI 1997）の増殖を刺激する事が分か

っている。 

 

４．研究成果 

 本研究により、マクロファージ分化・表現

型に対して、M-CSF と IL-34 という、2 つの

サイトカインが、同一の受容体を介して作用

するにもかかわらず、複数の点において異な

る生物活性を示す事を初めて明らかにでき

た。そしてその分子機構の一端を明らかにす

る事もできた。これらの結果から、生体内に

おいても、M-CSF と IL-34 の役割が異なる可

能性が示唆された。 

 主な結果を以下に要約する。M-CSF 培養マ

クロファージと IL-34マクロファージの表現

型・機能を、各種アレイ、ELISA、FACS およ

び各種バイオアッセイを用い、同時に M-CSF

と IL-34 で活性化されるシグナル分子・転写

因子を Western blot や各種アレイを用いて

比較解析した。まず、マクロファージ生存支

持能、表面抗原（CD14、CD16、CD11b、CD18、

CD29、CD86、CD163、CD204）の発現、貪食能、

HIV-1 増殖能に大きな差は見られなかった。

しかし、形態に加え、CD54 と HLA-DR の発現

が異なる事を見出した。さらに炎症性サイト

カインやケモカインの産生パターンに違い

がある事を見出した。特に、MCP-1 及び

eotaxin-2 の差が顕著であった。一方、シグ

ナル活性化では、その速度と時間経過におい

て IL-34 と M-CSF には明らかな違いがある事

を初めて見出した。つまり、IL-34 は一過性

に強いシグナルを誘導し、M-CSF はそれより

も弱いが持続するシグナルを誘導した。

M-CSF と Il-34 の共通の受容体 Fms だけでな

く、その他のシグナル分子（FAK 及び Shc）

でも確認できた。最終年度は更に、マクロフ

ァージが M-CSF よりも IL-34 に対して強い遊

走能を示す事も初めて見出した。そしてこの

現象は IL-34 と M-CSF とでは刺激後の受容体

のエンドサイトーシスとリサイクリングの

速度が異なるという結果と良く一致してい

た。つまり、シグナル活性化と完全に一致し

て、IL-34 は早期に強く受容体エンドサイト

ーシスを誘導するがすぐに回復し、一方、

M-CSF ではゆるやか・長期に受容体エンドサ

イトーシスが進行した。そして、IL-34 と

M-CSF は共通の受容体 Fms 上の異なる領域に

結合する事も、Fms の変異体（FMS146E）解析、

及び複数の抗 Fms単クローン抗体を用いた解

析で明らかにした。最後に、IL-34 の C 末端

を人工的に欠失した変異体を作製して、特に

C末端の60アミノ酸はIL-34の生物活性に必

須でない事も明らかにした。以上の成果は 1

報の論文として発表し（Chihara T, Suzu S, 

Hassan R, Chutiwitoonchai N, Hiyoshi M, 

Motoyoshi K, Kimura F, Okada S. IL-34 and 

M-CSF share the receptor Fms but are not 

identical in biological activity and 

signal activation. Cell Death and 

Differentiation 17, 1917-1927, 2010）、更

にもう 1 報を投稿中である（Hiyoshi M, 

Chihara T, Hiyoshi-Yoshidomi Y,Hashimoto 

M, Bhuyan F, Suzu S. M-CSF and IL-34 

regulate their common receptor in 

different manners but fail to activate 

mutant receptors discovered in 

leukoencephalopathy, submitted）。 
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