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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は進行性腎障害進展過程における鎮静化させ組織修復を担うalternative acti
vated macrophage(M2) Mφの進行性腎障害における役割を明らかにすることである。進行性腎障害ヒト腎生検組織での
、CD163陽性M2型Mφ分布局在及び尿中の可溶性CD163排泄の検討から、細胞増殖が高度で活動性の高いループス腎炎(LN
)でCD163陽性M2型Mφが有意に増加し、尿中可溶性CD163排泄がLNのバイオマーカーとなる可能性が示唆された。マウス
骨髄細胞あるいはiPS細胞由来マクロファージの半月体形成性腎炎に対する治療効果が確認された。

研究成果の概要（英文）：Alternatively activated M2 macrophages are involved in the resolution of 
inflammation in animal models of chronic kidney diseases. The aims of this study is to clarify renal 
distribution and roles of macrophage phenotypes in human and murine progressive kidney disorder, and to 
evaluate therapeutic potency of transfused M2 macrophages (M2Ms) for animal models with progressive 
kidney diseases.
Histological analysis of renal macrophages and their phenotypes on kidney samples from human progressive 
kidney disorders and assessment of urinary (u-)sCD163 level clearly demonstrated that glomerular CD163+ 
M2Ms are the predominant phenotype in the kidneys of lupus patients and that u-sCD163 level can serve as 
a biomarker for macrophage-dependent glomerular inflammation in human LN.
Adoptive transfer of CD206+ M2Ms derived from bone marrow and stimulated with IL-4/IL-13 in murine 
nephrotoxic glomerulonephritis demonstrated their protective effects for antibody-mediated renal 
dysfunction.

研究分野： 腎臓内科学

キーワード： マクロファージ　炎症　糸球体腎炎　免疫調整

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年慢性腎機能障害(CKD)対策の重要性が叫ば
れ、患者への早期治療介入により、末期腎不全
患者の減数に一定の効果が期待される。しかし
ながら CKD 進展メカニズムを負へ制御する直
接的治療法の開発がなされていない現状では、
CKD 治療の多くは高血圧、高脂質血症、耐糖能
異常への保存的介入に限られる。CKD の発症・
進行過程では炎症を起点とする免疫学的機序が
不可欠であり、特にマクロファージ(Mφ)は糸球
体腎炎や間質性腎炎に留まらず、糖尿病性腎症
においても中心的役割を担うことが近年の研究
で明らかとなっている。 

『Mφの機能的サブタイプ』 
従来から Mφは自身が産生する炎症性サイト
カインによる組織障害惹起のみならず抗原提示
細胞としてリンパ球による免疫反応を誘導する
ことが認知されている。近年 Mφには炎症促進
的役割を担う炎症性 M1 型 Mφ以外に、炎症を
沈静化させ組織治癒を誘導する M2型 Mφの存
在が新たに定義された。さらに最近では M2 型
Mφのサブタイプ分類についての議論が盛んで
ある。炎症組織に導入された単球あるいは組織
に常在している Mφは、炎症の強度、時期、障
害細胞あるいは炎症組織へ浸潤した他の白血球
が産生するサイトカイン、成長因子により機能
的に異なる細胞へと分化する。CD163 陽性 M2

型 Mφは微小環境に存在する IL-4,IL-10 刺激
下に抗炎症性サイトカイン IL-10 を強力に産生
する抗炎症性 Mφ(M2cMφ)、CD206 陽性 M2

型 Mφは TGF などの成長因子刺激で誘導され
る線維促進 Mφ(M2aMφ)だとする報告がなさ
れている。当教室では世界に先駆け IL-4, IL-10

以外にも炎症メディエーターである IL-6 やプ
ロスタグランディン E2(PGE2)が CD163 陽性
M2 型 Mφへの分化誘導因子であるとラット腹
腔内 Mφを用いた実験で証明した(Furuhashi 

et.al. JASN 2013)。 

『M2 型 Mφの進行性腎障害への関与』 
我々は代表的動物実験腎炎モデルである抗基底
膜(GBM)抗体型腎炎に脂肪由来幹細胞(ASC)を
経静脈的に投与し、ASC の腎炎治療における有
用性を動物実験で証明した。ASC 治療群の炎症
糸球体にはM2型Mφが発現する代表的表面抗
原 CD163 陽性、CD206 陽性 Mφが多数存在し
ており、M2 型 Mφ数と糸球体障害程度は正の
相関を示した。そのため ASC 投与は M2 型 M

φへの形質転換を促進し、腎炎改善に寄与する
と結論づけた(Furuhashi et.al. JASN 2013)。 

『着想に至った経緯』 
M2 型 Mφの発見と、当教室での実験的腎炎モ
デルにおける詳細な Mφプロファイリングか
ら、申請者は誘導因子同定を含む M2 型 Mφへ
の分化誘導の詳細なメカニズムや、腎障害過程
での同細胞の機能解析が、腎機能障害メカニズ
ムを理解するために極めて重要であり、さらに
人為的に誘導した M2型 Mφ投与が腎障害改善
をもたらし、患者の予後を大幅に向上するとい
う着想に至った。 

 

２．研究の目的 

進行性腎障害の進展過程において、Mφは炎
症、線維化両面で中心的な役割を演じると考
えられてきた。Mφには従来の炎症性古典的
Mφ(M1 型 Mφ)以外に、局所炎症制御に働
く alternatively activated Mφ(M2 型 Mφ)

が昨今明らかとなった。M2 型 Mφは炎症局
所のサイトカイン・成長因子濃度や周辺炎症
細胞群との相互作用により、さらに機能的に
異なるサブタイプへと分化するが、腎障害進
展過程における役割については明らかでは
ない。本研究では進行性腎障害進展過程にお
ける M2 型 Mφのサブタイプ別組織局在・機
能を解析し、人為的に誘導した M2 型 Mφの
動物モデルへの移入による腎障害改善効果
を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)進行性腎障害における M2 型 Mφのサブタ
イプ別局在および集積時期の組織学的検討:  
2008〜2012に当院及び関連病院の患者の腎
組織、血漿、尿で検討した。 
➀ヒト腎生検サンプルにおける M2型 Mφの組
織学的検討 
各疾患腎生検サンプルを用い、M2型 Mφの代
表的表面マーカーCD163 について免疫組織染
色を行い、糸球体、間質での細胞集積を疾患
毎に検討した。 
②ループス腎炎(LN)における CD163 陽性 M2
型 Mφ集積と組織学的疾患活動性との関連 
LN 患者の組織学的疾患活動性については、
NIH histological scoring システムを用い、
activity index, chronicity index をそれぞ
れスコア化し、腎臓組織内 CD163+細胞と組織
学的疾患活動性の関連を検討した。また CD68、
CD163、CD206 のいずれかに対する二重染色を
凍結腎切片上で行った。 
③可溶性 CD163(sCD163)の LNバイオマーカー
として意義 
LN 患者血漿または尿中の sCD163 と既知の
biomarker で あ る monocyte chemotactic 
protein-1(MCP-1) を ELISA 法で測定。 
(2)M2 型 Mφ投与による腎障害改善効果の検
討: 
➀M2型 Mφの培養法確立 
マウス骨髄細胞を採取し、L929 細胞培養上清
を含む DMEM で 7 日間培養、その後 2 日間
IL-4/IL-13、 により刺激し、それ
ぞれ CD206+M2型 Mφ、M1型 Mφへの分化を試
みた。得られた細胞は、F4/80、CD206、CD163、
CD86 に対するモノクローナル抗体を用い、
FACSにより表面マーカー発現を検討した。ま
たリアルタイム PCR法により、TNF 、IL-12、
CD206、Ym1、IL-12、IL-10、iNOS、Arg1、Fizz1
の遺伝子発現を評価した。 
②CD206+M2 型 Mφ投与によるマウス抗 GBM 型
腎炎に対する治療実験 
C57BL/6 マウスに Nephrotoxic serum 投与に
より抗 GBM 型腎炎を惹起。4 日後に骨髄由来
CD206+M2型 Mφ、M1型 Mφ1x106個を尾静脈よ



り投与し、経過中の尿検体を採取、また適時マ
ウスを屠殺し腎組織、血清サンプルを採取した。
得られた腎組織について免疫組織染色や FACS
を行い、各白血球分画集積を評価した。また腎
ホモジェネートについて ELISA 法、リアルタイ
ム PCR 法によりサイトカインプロファイルを解
析した。 
③経静脈的投与後の CD206+M2型 Mφの組織局在
検討 
EGFPトランスジェニック骨髄由来 CD206+M2型 M
φを腎炎モデルマウスに投与し、0.5hr、24hr
後の肺、肝臓、脾臓、腎臓各臓器における EGFP+

細胞数を蛍光顕微鏡下に評価。 
④M2 型 Mφによる M1 型 Mφの M2 型形質転換へ
の影響 
野生型マウス骨髄細胞由来 M1 型 Mφと EGFP ト
ランスジェニックマウス由来 M2型 Mφを共培養
した後に、M1 型 Mφと EGFP+M2 型 Mφそれぞれ
で FACS、リアルタイム PCR により形質転換を評
価。 
⑤CD206+M2 型 Mφによる制御性 T 細胞(Treg)誘
導能の評価 
CD206+M2型 Mφを抗 CD3/CD28モノクローナル抗
体刺激下に脾臓細胞と共培養し、誘導された
Treg数を M1型 Mφ、M0型 Mφによる誘導数と比
較した。また腎炎モデルマウス脾臓中の Treg
数を CD206+M2型 Mφ投与群、非投与群で免疫組
織染色、FACSで評価。 
(3) CD163+M2 型 Mφ特異的に除去するトランス
ジェニックマウス作製と腎障害における機能
解析： 
マウス BACから CD163 プロモーター領域をクロ
ーニングし、下流に luciferase 配列を結合。M
φ cell line (RAW cell)で luciferase assay
によりプロモーター活性を検討。各種 deletion 
mutant 作成により最適な配列を同定し、下流に
ジフテリアトキシン受容体(DTR)cDNA(奈良先端
研河野憲二研究室から供与)を結合したトラン
スジェニックコンストラクトを作成する。DTR
の発現・機能確認は上記と同じく Mφ cell line
へのトランスフェクション系で確認する計画で
あった。 
(4) CD206+M2型 Mφの腎障害における機能解析: 
共同研究者富山大学戸邉一之研究室では CD206 
発現プロモーターの下流にジフテリアトキシン
受 容 体 を 結 合 し た 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス
(CD206-DTRTg)を開発した。CD206-DTRTg におい
て腎障害の炎症惹起時あるいは組織線維化過程
で、ジフテリアトキシンを投与することにより
CD206+M2 型 Mφを除去し、同細胞の腎障害各過
程での役割を明らかにする計画であった。 
 
４．研究成果 
(1)進行性腎障害における M2 型 Mφのサブタイ
プ別局在および集積時期の組織学的検討:  
➀ヒト腎生検サンプルにおける M2型 Mφの組織
学的検討 
正常腎、IgA 腎症(IgAN)、ANCA関連腎炎(AAV)、
微小変化型ネフローゼ(MCNS)、膜性腎症(MN)、
糖尿病(DMN)、LN の各疾患患者腎生検組織にお

ける CD163 染色では、CD163+Mφの糸球体内集
積が AAV、DMN で中等度に、LN で顕著に認め
られた (Fig.1A-C)。 
②ループス腎炎における CD163+M2型 Mφ集積
と組織学的疾患活動性との関連 

LN 群内における CD163+細胞集積数分布は症
例によって幅広く、組織的疾患活動性(BAI)
と 有 意 に 正 相 関 し て お り (R22=0.403, 
p<0.01)、LN 病理分類上、びまん性増殖性腎
炎である classIV 群で特に増加を示した
(Fig.3B-D)。また汎 Mφマーカーである CD68、
CD163 以外の M2 型 Mφマーカーである CD204
についても免疫染色を行い、各マーカー陽性
細胞の糸球体内集積数について検討したと
ころ、いずれも CD68(R2=0.787, p<0.01)、
CD204(R22=0.799, p<0.01) 
陽性細胞ともに CD163+細胞数と有意な正相関
を示した。加えて CD163, CD68, CD204 のい
ずれか 2種のマーカーについて凍結切片上で
共染色を行ったところ、およそ 6 割以上の M
φで二種のマーカーが共に陽性となってお
り、Mφ形質の生体内での多様性が示唆され
た。 
③可溶性 CD163(sCD163)のループス腎炎バ
イオマーカーとして意義 

CD163 は細胞活性化により表面より分断さ
れ可溶性 form をとることが知られている。
そのため腎疾患患者では糸球体 Mφから
sCD163 が遊離し、尿中に排泄されることが
考 え ら れ る 。 各 腎 疾 患 患 者 で 、 尿 中
sCD163(u-sCD163)濃度を測定し、尿中クレ
アチニン(u-Cr)、タンパク(u-TP)により標準
化て検討したところ、糸球体内 CD163+細胞
集積数における結果と同様に、LN 患者全体
で有意な u-sCD163 排泄増加が認められ、増
殖性腎炎 classIII, IV で特に顕著であった
(Fig.2)。また U-sCD163 は LN での糸球体内
CD163+Mφ数、BAI と中程度ながら有意な正
相関を示した。LN 腎炎の代表的な実験的バ
イオマーカーである尿中 MCP-1(u-MCP-1)

でも同じ検討を行ったが、LN 疾患間での増



殖性腎炎における増加は u-sCD163 同様認めら
れたものの、CD163 で確認された LN 疾患特異
性は消失していた。さらに class III, IV の検出
感度を ROC を描出することにより、検討した
ところ u-MCP-1/u-TP(AUC:0.638)に対し、
u-sCD163/u-TP(AUC:0.894)は優れていると判
断された。以上より、u-sCD163 は LN に対す
るバイオマーカーとして有用である可能性が示
唆された。 

 本研究で得られた成果は Nephrology Dialysis 
Transplantation 誌に投稿され、2016年 4月に
採択、現在 in pressである。 
(2) M2 型 Mφ投与による腎障害改善効果の検
討: 
➀M2型 Mφの培養法確立 
C57BL/6マウス骨髄から L929細胞培養上清液含
有 RPMI メディウムで M0 型 Mφを得たのち、
LPS/IFN-、IL-4/IL-13でそれぞれ M1、CD206+M2
型 Mφに分化させる系を確立した(Fig.6A)。分
化させた Mφを RT-PCRを用いて検討したところ、
M1 型 Mφでは TNF、IL-12、iNOS、CD206+M2 型
Mφでは Ym1、Arg-1、Fizz1 の各 M1、M2 形質特
異的遺伝子発現が確認された。 
②CD206+M2 型 Mφ投与によるマウス抗 GBM 型腎
炎に対する治療実験 

PBS、M1、CD206+M2型 Mφを抗 GBM型腎炎惹起 4
日後にマウス尾静脈から投与し、疾患発症 21
日で動物を屠殺し、尿タンパク(アルブミン尿)、
腎機能(血清クレアチニン)、腎組織の糸球体
PAS染色陽性部位について検討した(Fig.3)。本
腎炎モデルでは腎機能低下が軽度で且つ不可逆
的であるため、血清クレアチニン値では各群で
差をみなかったが、CD206+M2 型 Mφ投与はタン
パク尿、組織障害を有意に改善させた。また
CD206+M2 型 Mφ治療群では糸球体における好中
球数、Mφ数、CD3+CD4+陽性 T リンパ球数集積が
有意に改善し、さらには腎における TNF、IL-1、
IL-6、MCP-1 の各炎症性サイトカイン分泌を

mRNA、タンパク両面で有意に低下させた。一
方 M1 型 Mφ投与は疾患促進に働くことが、
CD206+M2 型 Mφ投与と同様の実験系で確認さ
れた。 
③経静脈的投与後の CD206+M2型 Mφの組織局
在検討 
EGFP トランスジェニックマウスから分化誘
導した CD206+M2 型 Mφを抗 GBM 型腎炎惹起 4
日後に尾静脈から投与して投与細胞の組織
局在を蛍光顕微鏡下に検討した。細胞投与
1,3 時間後には肺で顕著な、脾臓で中等度の
GFP シグナルが検出され、腎臓、肝臓では軽
度の EGFP 発現細胞集積が確認された。また
細胞投与 24 時間後には検討臓器全てにおい
て EGFP+細胞集積の減弱が認められた。 
④M2 型 Mφによる M1 型 Mφの M2 型形質転換
への影響 
M1 型 Mφと EGFP 陽性 CD206+M2 型 Mφを共培
養し、それぞれの細胞表面抗原及び mRNA 上
の M1、M2 型 Mφマーカーを評価したところ、
CD206+M2型 Mφが自らの M2形質を保ちながら、
接触する M1 型 Mφを M2 形質に誘導すること
が明らかとなった。 
⑤CD206+M2 型 Mφによる制御性 T 細胞(Treg)
誘導能の評価 
CD206+M2 型 Mφを抗 GBM 型腎炎マウスに投与
し Day21で脾臓中 Foxp3+Tregを免疫染色で評
価したところ細胞治療群で有意な増加がみ
られた(Fig.4B,C)。また脾臓から得られた
CD4+CD25+T 細胞と CD206+M2 型 Mφ共培養によ
る in vitro 実験でも、CD206+M2型 Mφの有意
な Treg 誘導能が示されたが、これは
transwell で細胞接触を妨げることで消失し
た(Fig.4D,E)。 

本 研 究 で 得 ら れ た 成 果 は Journal of 
Immunology 誌に現在投稿中である。 
(3)CD163 陽性 M2 型 Mφ特異的に除去するト
ランスジェニックマウス作製と腎障害にお
ける機能解析： 
H25 年度に検討した抗基底抗体型腎炎モデル
での糸球体 CD163染色において有意な陽性細
胞がみられなかったことより、当実験計画は
中止した。 
(4)CD206+M2 型 Mφの腎障害における機能解
析: 
共同研究者富山大学戸邉一之研究室で作成
された CD206-DTRTgマウスを当研究室で繁殖
したが、ジフテリア投与後の CD206+細胞除去
効率が、継代するに従い低下し安定しないこ
と。最終的には繁殖に毎回の体外受精を要す
る事態となったため本研究計画は中止した。 
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