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研究成果の概要（和文）：組織マクロファージは機能は存在する組織により異なる。組織マクロファージの分化誘導機
構の解析はほとんど行われていない。これまでに脾臓の赤脾髄に存在するマクロファージ(RPM)の分化を特異的に制御
する転写因子Spi-Cを同定している。そこで、本研究では組織マクロファージの分化誘導機構の解明を目的として、組
織特異的なマクロファージを誘導する組織特異的因子の同定を試みた。RPMをモデル細胞とし、HemeがSpi-cを誘導する
ことを見出した。さらに、Hemeの分解酵素であるHmox1 (HO1) のcKO マウスを用いてマラリア感染におけるRPMの役割
についても検討した。

研究成果の概要（英文）：Splenic red pulp macrophages (RPM) degrade senescent erythrocytes and recycle 
heme-associated iron. The transcription factor SPI-C is selectively expressed by RPM and is required for 
their development, but the physiologic stimulus inducing Spic is unknown. We found that Spic regulated 
the development of bone marrow macrophages (BMM) and that Spic expression was induced by heme. Spic 
expression in monocytes was constitutively inhibited by the transcriptional repressor BACH1. These 
findings are the first example of metabolite-driven differentiation of a tissue-resident macrophage 
subset and provide new insights into iron homeositasis. Hmox1 (HO-1) is the enzyme that catabolizes free 
heme into biliverdin, iron, and CO. To analyze the function of RPM in malaria parasite clearance, we 
infected HO-1 conditional KO mice that lack RPM. Through the analysis of this cKO mice, we found 
unexpected role of RPM in parasite clearance.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
様々な組織に存在するマクロファージは細
菌感染に対する最前線に位置し、細胞表面の
レセプターによって細菌を認識する。ほぼ全
てのマクロファージは細菌や死細胞の貪食
除去を基本的な機能として持つが、その他の
機能は存在する組織により異なると考えら
れている (Taylor et.al, Ann. rev. Immunol. 
2005)。しかしその機能の詳細な分子機構の
解析までには至っていない。その理由として
組織からの分離が難しいこと（組織への接着
能が強い）、単離した後の in vitroで培養法が
確立されていない（viabilityが低い）という
ことがある。従来のマクロファージの研究は、
骨髄細胞をサイトカイン（GM-CSF や
M-CSF など）の存在下で培養することによ
り行われていた。この方法には成熟マクロフ
ァージを容易にかつ大量に誘導できるとい
う利点があるが、機能的に画一的なマクロフ
ァージしか誘導できず、生体内に存在する
「異なる細胞表面マーカーや異なる機能を
持つ」組織特異的マクロファージの側面を全
く反映していない。この問題を解決するため
には in vivo の解析システム、つまり各々の
組織マクロファージのみを特異的に欠損し
た動物（マウス）の利用が望ましい。またこ
のような動物を利用することにより組織マ
クロファージの分化誘導機構を明らかにで
きる可能性がある。申請者はこれまで行われ
ていなかった in vivo における組織マクロフ
ァージの機能解析システムの構築を目指し
て、組織マクロファージの一つである赤脾臓
に存在している RPM の分化誘導を制御して
いる転写因子 Spic の同定に成功した。また
その遺伝子欠損マウスをつくることにより
RPM の脾臓における鉄代謝の役割を世界で
初めて明らかにした(Kohyama et.al. Nature 
2009)。 
 このように分化を制御しているマスター
ジーンの同定には成功したが、RPM のみに
分化する前駆細胞の同定、およびどの組織で、
どのようなシグナルによって分化してくる
のかは未だ不明である。近年、RPM のマー
カーであるF4/80陽性細胞の一部は転写因子
Foxp3を発現し、in vitroにおいて抑制活性
があることが報告され（Manrique SZ, et.al J 
Exp Med 2011）、これは RPMには鉄代謝以
外にも免疫応答において機能を持っている
可能性、あるいは、さらなるサブセットに分
類できる可能性を示唆すものである。マラリ
ア原虫に感染した赤血球は RPM を含む様々
な脾臓に存在するマクロファージによって
捕食され、排除されると考えられている。ま
たマラリア感染によって RPM の数が増える
ことも報告されており、これらはマラリア感
染赤血球の代謝産物により RPM あるいはそ
の前駆細胞が活性化されることを示唆して
いる。さらに、近年ヘム酸素添加酵素(HO-1)
遺伝子欠損マウスにおいて、赤脾臓および肝
臓のマクロファージが欠損していることが

報告された (Kovtunovych G, et.al Blood 
2010)。従って、ヘムの代謝産物（ビリベル
ジン、鉄など）が RPM の分化を誘導してい
る可能性が考えられる。しかしこれらの因子
による RPM の活性化、または分化誘導機構
への関わりについては全く調べられていな
い。 
 
２．研究の目的 
組織に存在するマクロファージは細菌感染
に対する最前線に位置し、細胞表面のレセプ
ターによって細菌を認識する。マクロファー
ジは細菌や死細胞の貪食除去を基本的な機
能として持つが、その他の機能は存在する組
織により異なると考えられている (Taylor 
et.al, Ann. rev. Immunol. 2005)。しかし組織
マクロファージの組織特異的機能解析や分
化誘導機構の解析はほとんど行われていな
い。申請者はこれまでに脾臓の赤脾髄に存在
するマクロファージ（Red Pulp Macrophage; 
RPM）の分化を特異的に制御する転写因子
Spi-C を同定している (Kohyama et.al, 
Nature 2009)。申請者が樹立した Spi-C欠損
マウスは RPM のみを特異的に欠失し、他の
マクロファージは正常に存在することから、
RPM の機能や分化を解析するのに最も適し
たモデルである。本研究では Spi-C欠損マウ
スおよび Spi-C レポーターマウスを用いて、
RPM の分化誘導機構と RPM の機能解析を
行う。具体的には 1)RPMの前駆細胞の同定、
2)RPM が分化してくる組織の同定および分
化誘導シグナルの同定、3) in vivo系を用い
RPM の免疫応答における機能、役割の解析
を行う。RPM を組織マクロファージのモデ
ル細胞として、組織マクロファージの分化誘
導の機構、及びそれらの in vivo での機能を
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
RPM の前駆細胞が分化してくる組織の同定、
および分化を誘導するシグナル（因子）を明
らかにするために、既に申請者が作製した
Spic 遺伝子欠損マウス、及び Spic 発現を直
接追跡できる GFP ノックインマウスに加え、
コンディショナル Spic 遺伝子欠損マウス
(cKO)を作成する。これらのマウスを用いて、
RPM のみに分化しうる能力をもつ前駆細胞
(pRPM)が誘導されてくる組織、およびシグナ
ル（因子）の同定を試みる。In vitro で機能
を維持したまま組織マクロファージを培養
するのが現在の技術では困難なため、作成し
たマウスを用いた in vivo の解析を中心に、
組織切片、FACS などで解析を進める。 
 
 前駆細胞の機能解析 
Spic-IRES-eGFP マウスを用い、GFP (Spic)
の発現を指標にRPMの前駆細胞の細胞表面分
子をフローサイトメトリーあるいは組織切
片で検討し、マーカーとなりうる分子を同定
する。また、GFP 発現および同定したマーカ



ーを指標に生体内のどこの組織（脾臓、骨髄、
血中など）で誘導されてくるかを調べる。ま
た前駆細胞をセルソーターにて分離し、in 
vitroにおいてはGM-CSFあるいはM-CSFとと
もに培養しマクロファージへの分化能を、in 
vivoの系としてradiationを施さないマウス
（非炎症状態）への adoptive transfer の系
を用いて前駆細胞の Red pulp macrophage へ
の分化能を検討する。 

          図 1.RPM 及び RPM 前駆細胞 
 
 鉄代謝産物の RPM 分化誘導および活性
化機構との関係 

RPM には古い劣化した赤血球や感染している
赤血球を貪食し、鉄のリサイクルを行う機能
を有すると考えられている。リサイクルの過
程で産生されてくるビリベルジンなどのヘ
ム代謝産物が、Spi-C の発現を誘導するかを
検討する。 
 マラリア感染による RPM の活性化機構
の解析 

マウスに感染したマラリアの一部は脾臓の
マクロファージ及び DC によって排除され、
同時にRPMの細胞数が増えるという報告はあ
るが、その詳細な機構は分かっていない。マ
ラリア感染によって RPM が活性化（増殖）す
る機構の解析は、RPM の分化誘導シグナルの
同定にもつながると考えられる。そこで GFP
ノックインマウスにマラリアを感染させ、感
染による RPM の挙動を、組織切片、FACS にて
GFP の発現を活性化の指標にして検討する。
さらにはヘモゾインなどのマラリア感染赤
血球の代謝産物やビリベルジンといったヘ
ム代謝産物による、RPM および pRPM の活性化
への影響、およびそれらの機能への影響につ
いても検討する。 
 
 コンディショナル Spi-c ノックアウト
マウス(cKO)の作成 

申請者が既に作成したSpi-C遺伝子欠損(KO)
マウスは胎生致死のため(Kohyama et.al, 
Nature 2009)、同時に多数の KO マウスを準
備することは困難である。しかし感染実験あ
るいはマウスへの細胞移入実験においては、
同時に多数の遺伝子欠損マウスを準備する
必要がある。そこで、Spi-c コンディショナ
ルノックアウトマウスの作成を行う。
Tie2-Cre、CD11b-cre、F4/80-Cre、Lyzs-cre
マウスなどと掛け合わすことにより、目的の
細胞でのみ Spi-c の発現を阻害できる。ジー
ンタゲティング、ES 細胞へのインジェクショ
ン、キメラマウスの作成、及びマウスのスク
リーニングまでを初年度で完成させる。 
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 Spi-c の発現を誘起する因子を RNAi な
どで欠損させたり、あるいは中和抗体な
どを用いシグナルをブロックし、Spi-c
の発現が阻害されることなどを in 
vitro で確認する。 

 作成した Spi-c cKO マウスを用い、同定
した前駆細胞を移入し、その分化能を
in vivo で確認する。さらに、この Spi-C 
cKO マウスを用いてマラリア感染実験
を行い、マラリア感染と RPM の役割につ
いて検討する。 

 RPM および pRPM の分化誘導機構の解析
から得られた知見をもとに、他の組織マ
クロファージ（マイクログリア、腸管内
マクロファージなど）の分化誘導機構を
解析し、生体内におけるそれらの細胞の
役割の解明を行う。 

 
４．研究成果 
１）Spi-c 発現細胞を in vivo や live で追跡
できるシステムとして Spic-IRES-eGFP マウ
スを作成した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2.Spi-c GFP マウス脾臓における GFP の発現 

              green: GFP, red: B220 

 
２）この Spic-IRES-eGFP マウスを用いて RPM
の前駆細胞の一部は骨髄に存在しているこ
とを明らかにした。 
 
３）さらに Spi-c の発現を誘導してくる生理
的な因子として、赤血球の代謝産物である
Heme の同定に成功した(Cell. 2014. 156(6): 
1223-1234)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.赤血球代謝産物 Heme による Spi-c 発現の制御 

 
 
４）Spi-c コンディショナルノックアウトマ
ウスを作成し、RPM でのみ Spi-c の発現を消
失させることで胎生致死を回避することに

 

pRPM   (GFP-)   pRPM   (GFP+)   
RPM   



成功した。そしてこの Spi-c f/f x CD11b cre
マウスの解析から、RPM はマラリア原虫のク
リアランスには必須ではないことを明らか
にした（投稿準備中）。 
 
５）RPM は生体内において Heme を分解し鉄を
リサイクルする細胞として重要であり、HO-1
は Heme の代謝に関与する分子である。この
HO-1 をミエロイド系の細胞でのみ特異的に
欠損するマウスの解析により、マラリア原虫
のクリアランスにおいて HO-1 が重要な働き
を担っていることを明らかにした（投稿準備
中）。 
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