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研究成果の概要（和文）：マクロファージ (Mφ) は大きく M1 および M2 の二つのフェノタイプに分類され、
M2 Mφは病的血管新生を促進することによって、関節リウマチやがんをはじめとする種々の慢性炎症性疾患の病
態増悪に寄与している。本研究課題では、微小環境が Mφ の分極状態や形態変化ならびに機能活性へ及ぼす影
響を評価するための簡便な in vitro 実験モデルを確立し、M2-様 Mφ が血管新生を誘導するメカニズムの探索
を行った。その結果、M2-様 Mφ は細胞表面における CD163 を介して血管内皮細胞と直接的に相互作用するこ
とによって、血管新生を強力に促進する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Macrophages (Mφs) are classified as M1 or M2 phenotypes, with the latter 
promoting angiogenesis which is a precipitating factor for several chronic inflammatory diseases 
including rheumatoid arthritis (RA) and various cancers. In this study, we initially established the
 simplified in vitro experimental model to evaluate the influence of micromilieu on the Mφ 
polarization status, morphology, and functional activity. As a result, M2-like Mφ strongly induced 
excessive angiogenesis through the direct cell-cell interaction with endothelial cells mediated by 
the surface CD163.

研究分野： 薬理学

キーワード：  マクロファージ　血管新生　炎症性メディエーター　　インターロイキン-18　オステオポンチン　ト
ロンビン　CD163
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１．研究開始当初の背景 
[抗血管新生療法について] 
種々のがんや慢性関節リウマチ (RA) を

はじめとする様々な慢性炎症性疾患におい
て、過剰な血管新生の促進がそれらの病態増
悪に必須の現象と考えられている。したがっ
て、抗血管新生療法の発展が有効な治療戦略
とされている。しかしながら、既存の血管新
生阻害薬は、正常血管の再生・修復阻害に起
因する重篤な副作用に加え、低い費用対効果
など医療経済学的な課題も多いのが現状で
ある。したがって、病態局所で特異的に作用
する新規血管新生阻害薬の開発が求められ
ている。 
[マクロファージと血管新生] 
マクロファージ (Mφ) は、組織ホメオス

タシスの維持において必須の役割を果たし
ており、生体内において M1 および M2 等の
多様なフェノタイプの分集団として存在し
ている。M1 Mφ はインターフェロン-γ や
腫瘍壊死因子 (TNF)-α 等の Th1 サイトカ
インをはじめ、細菌由来のリポ多糖によって
誘発され、多くの炎症促進性サイトカインを
産生する。一方、M2 Mφ は Th2 関連サイト
カインのインターロイキン (IL)-4、IL-13 
および IL-21 をはじめ、IL-10 やグルココ
ルチコドによって誘導され、CD163、CD204 な
らびに CD206 等の細胞表面スカベンジャー
受容体を高発現し、強力なファゴサイトーシ
ス活性や細胞残屑の除去作用を示す。これに
加えて、M2 Mφ は組織修復、創傷治癒、血
管新生および腫瘍増殖促進作用を有してい
る。血管新生誘導機構における Mφ の役割
として、血管新生促進性のメディエーターの
遊離作用または血管内皮細胞との直接的な
細胞間相互作用を介した機構が知られてい
る (図 1)。しかしながら、Mφ による血管
新生誘導機構の詳細について検討した研究
はほとんどなく、その情報が乏しいのが現状
である。したがって、病巣局所の微小環境に
おける M2 Mφ の活性化機構を解明し、その
働きを抑制することが、病的血管新生の阻害
につながる可能がある。 
[炎症性メディエーターと血管新生] 
IL-18 や  high mobility group box 

(HMGB)-1 は、主として Mφ から分泌される
炎症促進性のメディエーターであり、血管新
生を強力に誘導することが知られている。し
かしながら、これらのメディエーターが Mφ 
を介して血管新生を誘導する機構について
はほとんど解明されていない。 
そこで本研究課題では、慢性炎症性微小環

境において血管新生を強力に促進する因子
を見出し、Mφ の分極化状態や形態、機能活
性への影響を解析するための実験モデルを
確立させることによって、微小環境における 
Mφ を介した血管新生誘導メカニズムの解
明のみならず、アンメットメディカルニーズ
を克服する新規血管新生阻害薬の開発と臨
床応用への寄与が期待できる。 

 
２．研究の目的 
異常な病的血管新生は、RA やがんをはじ

めとする種々の慢性炎症性疾患にみられる
病理学的な特徴である。これらの疾患の微小
環境において、炎症促進性サイトカインの一
つである IL-18、様々な生理機能や病態と関
連する多機能性タンパク質のオステオポン
チン (OPN)、血液凝固カスケードにおいて極
めて重要な酵素であるトロンビンの発現レ
ベルあるいは活性が上昇することが知られ
ている。興味深いことに、これらのタンパク
質は、いずれも強力な血管新生促進性のメデ
ィエーターとして同定されている。さらに、
IL-18、OPN、あるいはトロンビンのノックア
ウトや阻害薬は、RA やがんの進行を抑制す
ることが証明されており、これらの作用は少
なくとも一部、血管新生の阻害を介してもの
と考えられている。しかしながら、これらの
メディエーターが病的血管新生を促進する
メカニズムはほとんど明らかになっていな
い。種々の慢性炎症性疾患における微小環境
が、Mφ の分極化状態や形態変化ならびに機
能活性へ及ぼす影響を評価する簡便な実験
モデルを確立することができれば、新規治療
薬の開発に幅広く応用できると可能性が考
えられる。 
そこで本研究課題では、IL-18、OPN、トロ

ンビンが存在する微小環境において Mφ が
血管新生を誘導する機能の解明に加え、血管
新生の誘導過程における Mφ の時空間的な
挙動と形態変化の可視化を目的として検討
を行った (図 2)。これらの検討は、様々な
慢性炎症性疾患に共通して認められる過剰
な病的血管新生のメカニズムの解明につな
がる可能性がある。さらに加えて、本研究課
題で確立した簡便な実験システムを用い、病
的血管新生の原因となる因子・標的を探索す
ることによって、新規治療薬の開発にも応用
できると期待される。 



３．研究の方法 
マ ウ ス 単 球 由 来  M φ  様 細 胞 株 の 

RAW264.7 細胞およびマウス由来血管内皮細
胞株の b.End5 細胞を用い、下記の in vitro 
実験を実施した。 
(1) サイトカイン刺激による Mφ の分化 
RAW264.7 細胞を 24-well プレートに播

種した後、TNF-α (5 ng/mL)、IL-10 (10 
ng/mL) および IL-18 (1 - 200 ng/mL) を単
独または併用して添加し、24 時間培養した。
各 Mφ サブセットの細胞表面における M1 
マーカー (CD54、CD86)、M2 マーカー (CD163、
CD206) 発現量を Flow cytometry 法 (FACS 
CantoⅡ、BD Biosciences) で測定した。 
 
(2) マトリゲル管腔形成アッセイ 
細胞膜基底膜基質であるマトリゲルを

96-well プレートへ添加して固形化させた
後、b.End5 細胞を播種した。次に (1) の方
法で分化させた各 Mφ サブセットを上層し、
16 時間共培養した。その後、細胞膜透過性
の蛍光基質の Calcein acetoxymethylester 
を添加して血管管腔構造を可視化し、共焦点
レーザー顕微鏡 (C2、Nikon) を用いて血管
管腔面積 (Area) および長さ (Length) を
算出した。 
 
(3) タイムラプスライブセルイメージング
解析 
 細胞膜蛍光ラベリング色素を用い、b.End5 
細胞および RAW264.7 細胞をそれぞれ緑色 
(PKH67) 、 赤 色  (PKH26) に 標 識 し た 。
PKH26-RAW264.7 細胞を用い、(1) と同様の
方法にて Mφ(IL-10 + IL-18) を作成した。
マトリゲルを 35-mm ディッシュへ添加して
固形化させた後、 PKH67-b.End5 細胞と
PKH26-Mφ(IL-10 + IL-18) をマトリゲル上
へ播種して共培養した。オールインワン蛍光
顕微鏡 (BZ-X710、Keyence) により、タイム
ラプス画像を 10 分毎に 16 時間にわたっ
て記録した。 
 
(4) 走査型電子顕微鏡 (Scanning electron 
microscopy; SEM) 法 
マトリゲルを 35-mm ディッシュへ添加し

て固形化させた後、 b.End5 細胞と  Mφ
(IL-10 + IL-18) を播種して 4 時間共培養
した。洗浄、前固定、後固定、脱水、凍結乾
燥等の操作後、白金―パラジウムコーティン
グにより導電処理を行った。SEM (SU3500、
Hitachi High-Technology) を用い、血管内
皮細胞と Mφ 間における細胞間相互作用を
観察した。 
 
(5) 各種 mRNA およびタンパク質発現量の
解析 
 RAW264.7 細胞を 6-well プレートに播種
した後、IL-10 (10 ng/mL) および IL-18 (100 
ng/mL) を単独または併用して添加し、24 時
間培養した。各 Mφ サブセットより総 RNA 

と全細胞画分を抽出・調製し、それぞれ 
real-time reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) 法、
Western Blotting 法を用い、各種 mRNA お
よびタンパク質発現量を測定した。 
 
(6) 免疫蛍光染色法 
RAW264.7 細胞を 35-mm ガラスボトムデ

ィッシュへ播種した後、IL-10 (10 ng/mL) お
よび IL-18 (100 ng/mL) を単独または併用
して添加し、24 時間培養した。4% パラホル
ムアルデヒドで固定し、細胞膜透過化処理お
よびブロッキングを行った後、各種タンパク
質に対する抗体を用いて免疫染色を実施し
た。共焦点レーザー顕微鏡 (C2、Nikon) を
用い、各タンパク質の細胞内局在を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) IL-18 は Mφ の M2 分化と血管新生作
用を増強する。 
 RAW264.7 細胞への TNF-α または IL-10 
の単独処置により、M1-様 Mφ および M2-様 
Mφ がそれぞれ特異的に誘導された (図 
3A)。IL-18 単独刺激は、いずれの M1/M2 マ
ーカー発現量も変化させず、Mφ(TNF-α) に
おける M1 マーカー発現量の増加作用にも
影響を及ぼさなかった。一方、IL-10 と併用
刺激した場合、Mφ(IL-10) における CD163 
発現量の増加作用を有意に増強した (図 
3B)。さらに、IL-18 は、Mφ(IL-10) による
血管管腔形成の促進作用も顕著に増強した
(図 3C)。これらの結果から、IL-18 は慢性
の炎症性微小環境において、IL-10 と相乗的
に作用することによって、Mφ の M2 分化と
血管新生促進作用を増幅することが明らか
となった。 

 
(2) 血管新生の誘導における Mφ(IL-10 + 
IL-18) の時空間的挙動の変化 



 マトリゲル管腔形成アッセイにおけるタ
イムラプスライブセルイメージング解析を
行い、血管新生過程における Mφ(IL-10 + 
IL-18) の時空間的な挙動を観察した。
PKH26-Mφ(IL-10 + IL-18) は、PKH67-b.End5 
細胞との接触を介して吻合を促進すること
によって、血管管腔形成を強力に駆動した 
(図 4A)。また PKH26-Mφ(IL-10 + IL-18) は、
伸長した偽足 (図 4B; 白色矢尻) を用いて
血管内皮細胞と相互作用し、血管新生が誘導
される血管の分岐部へと運んでいた。さらに
両手を伸ばして橋渡しの役割を担い、血管内
皮細胞同士を繋げて安定化させているかの
ような像が観察された (図 4B)。 

 
(3) 血管新生の誘導における Mφ(IL-10 + 
IL-18) の形態学的特徴と血管内皮細胞との
細胞間相互作用 
 マトリゲル管腔形成アッセイにおける M
φ と血管内皮細胞の細胞間相互作用を SEM 
解析で観察したところ、血管発芽または融合
部付近において、Mφ(IL-10 + IL-18) は偽
足 (図 5; 赤色矢尻) を伸ばして血管内皮
細胞と相互作用し (図 5A)、血管構造の間隙
を橋渡しする像が観察された (図 5B,C)。さ
らにこれらの Mφ は、血管管腔構造の先端
や分岐部にも集積し、偽足を伸ばすことによ
って近接する血管内皮細胞や血管の分節体
を引き寄せ、新生血管の伸長方向を決定する

かのごとく振る舞った (図 5D)。 

 
(4) OPN は Mφ の M2 分化と血管新生促進
作用を駆動する 
 IL-18 による Mφ の M2 分化と血管新生
促進作用の増強機構に関与する因子を探索
する目的で、プロテインアレイを実施した。
その結果、対照群の Mφ(-) と比較して、M
φ(IL-10) および Mφ(IL-10 + IL-18) にお
いて著明に発現が増加する OPN を見出した 
(図 6A; 赤色矢尻)。実際、IL-10 による OPN 
の mRNA およびタンパク質発現量の増加作
用は、IL-18 の併用処置によっていずれも有
意に増強した (図 6B,C)。また、M2-様 Mφ 
の形態変化に伴い OPN の発現増加と細胞内
局分布変化が認められた (図 6D)。次に、
IL-18 による Mφ M2 分化と血管新生促進
作用の増強機構における OPN の関与を検討
するため、抗 OPN 中和抗体を用いた実験を
行った。その結果、Mφ(IL-10) および Mφ
(IL-10 + IL-18) における CD163 発現量の
増加と血管新生促進作用は、いずれも対照群
のレベルまで抑制された。これらの結果から、
IL-18 による Mφ の M2 分化増強および血
管新生促進機構において、OPN が重要な役割
を担うことが示された。 
 
(5) Mφ の M2 分化と血管新生促進機構にお
ける OPN 修飾因子の関与 
トロンビンは、OPN を開裂し、高い生理活

性を示す Thr-OPN を産生する。一方、OPN は
種々のインテグリン受容体に結合して作用



を発揮するが、RA やがん等の炎症性微小環
境に局在する Mφ において、インテグリン 
α4 と α9 が高発現することが知られてい
る。そこで、IL-18 による Mφ の M2 分化
と血管新生促進作用の増強機構において、
OPN の作用を調節する因子としてトロンビ
ンとインテグリン α4/α9 の関与について
検討した。Mφ(-) と比較して Mφ(IL-10) 
において、トロンビン、Thr-OPN および細胞
表面インテグリン α9 発現量はいずれも顕
著に増加した。さらに IL-18 は、これらの
作用をいずれも有意に増幅した。また、トロ
ンビンおよびインテグリン α9 発現量の増
加や細胞内局在性の変化は、M2-様 Mφ の形
態変化に伴うことが示された。興味深いこと
に、トロンビン阻害薬の Hirudin あるいは
抗 インテグリン α4/α9 中和抗体を処置
することによって、Mφ(IL-10) および Mφ
(IL-10 + IL-18) における CD163 発現量の
増加と血管新生促進作用は、いずれも対照群
のレベルまで抑制された。これらの結果から、
炎症性微小環境において、Mφ 由来の液性因
子として OPN ならびにトロンビン発現量が
増加し、Thr-OPN 産生が亢進した。さらに 
Thr-OPN がインテグリン α4/α9 を介して 
Mφ の M2 分化を増幅することにより、血管
新生を促進することが示された (図 2)。 
 

 
(6) M2-様 Mφ による血管新生促進機構にお
ける CD163 の役割 
 CD163 は当初、ヘモグロビンーハプトグロ
ブリン複合体を内在化する受容体として発
見され、現在では M2 Mφ マーカーとしても
広く認識されている。近年、RA やがんをは
じめとする慢性炎症性疾患患者の炎症病巣
において、CD163 陽性 Mφ が高度に集積す
ることに加え、病的血管新生の密度と CD163 
発現量が正の相関を示すことが報告されて
いる。しかしながら、その役割についてはほ
とんど知られていない。そこで、M2-様 Mφ 
による血管新生促進機構における CD163 の
役割について検討した。Mφ(-) と比較して、
Mφ(IL-10 + IL-18) において、CD163 は偽
足の先端部付近に高度に局在した (図 7A)。
さらに抗 CD163 中和抗体の処置によって、

血管内皮細胞と Mφ(IL-10 + IL-18) との細
胞間相互作用が消失し、その結果として血管
新生促進作用が阻害された (図 7B)。したが
って、M2-様 Mφ は、CD163 を介して血管内
皮細胞と直接的に相互作用することにより、
血管新生を促進させる可能性が考えられた。 
 

 
まとめ 
以上の結果より、炎症局所の微小環境にお

いて、IL-18 は IL-10 と相乗的に Mφ 由来
の液性因子として OPN およびトロンビン発
現量を増加させ、このことが Thr-OPN 産生
増加を引き起こし、インテグリン α4/α9 
を介して Mφ の M2 分化を増強することに
よって、血管新生促進作用を誘導することが
明らかとなった (図 2)。さらに M2-様 Mφ 
による血管新生促進機構において、CD163 を
介した Mφ と血管内皮細胞間の直接的な細
胞間相互作用が、決定的な役割を担っている
可能性が提唱された (図 2)。 
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