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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、正常ヒト肺線維芽細胞(NHLF)に対する肺胞マクロファージ由来
IGF-1の作用を明らかにすることとした。まず、ヒト末梢血から純化した単球からマクロファージに分化させる
方法、および単芽球様細胞株U937細胞をマクロファージに分化させる方法を確立した。それらの細胞による
IGF-1の産生を確認した上で、NHLFと共培養する系、マクロファージ培養上清を添加しNHLFを培養する系を確立
した。抗IGF-1抗体およびIGF-1レセプター阻害薬であるLinsitinibを加え、共培養あるいはマクロファージ培養
上清を加えてNHLFを培養すると、培養上清中の炎症性サイトカイン値が有意に低下した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the effect(s) of pulmonary 
macrophage-origin IGF-1 on normal human lung fibroblasts (NHLF). First, methods were established to 
differentiate macrophages from human peripheral blood-derived monocytes as well as U937 cells. The 
macrophages derived from both monocytes and U937 cells produced IGF-1. We also established methods 
for co-culturing those macrophages with NHLF and for culturing NHLF in the supernatants of cultures 
of those macrophages. When the macrophages were co-cultured with NHLFs in the presence of anti-IGF-1
&#8211;neutralizing antibody or linsitinib, an inhibitor of IGF-1 receptor, inflammatory cytokines 
in the supernatants of both culture systems were significantly suppressed. This study revealed that 
IGF-1 derived from macrophages acts via the IGF-1 receptor to induce cytokine production by NHLFs.

研究分野： 呼吸器内科、間質性肺炎、アレルギー疾患

キーワード： IGF-1　肺線維芽細胞　マクロファージ　特発性肺線維症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　IPFの根本治療は肺移植しか存在しないことから、IPFは呼吸器診療において最も新規治療薬の開発が待たれて
いる疾患の一つであると言える。本研究から、マクロファージ由来のIGF-1が肺線維芽細胞に直接作用し、サイ
トカイン産生を誘導することが判明したが、IGF-1は肺以外にも生体維持機構で重要な役割を演じるため、治療
標的にしにくい現状がある。本研究から、IGF-1がマクロファージ由来と考えられ、治療標的細胞を肺胞マクロ
ファージに絞った上で治療標的にしうる可能性が示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

特発性肺線維症(IPF)は極めて予後不良な呼吸器疾患であり、進行性の呼吸困難により患者 QOL

も大きく妨げられるため、新規の治療法開発が待たれている。IGF-1 はチロシンキナーゼレセプ

ターを活性化し、線維芽細胞の増殖を促進することで IPF の慢性進行性の線維化に主体的に関

与するため、IPF に対する治療標的となりうる。しかしながら、IGF-1 は他の生体恒常性維持に

重要な細胞の増殖にも寄与するため、全身性に IGF-1 の機能を阻害すると副作用につながる可

能性が高い。IPF において線維芽細胞に作用する IGF-1 の産生源であるマクロファージ特異的に

IGF-1 機能を阻害できれば、治療応用の可能性が広がる。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究の目的は、IPF における肺胞マクロファージ由来 IGF-1 の作用を明らかにし、肺胞

マクロファージ特異的に抗 IGF-1 抗体を作用させることによる IPF に対する治療応用の可能性

を探求することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

（１）細胞 

ヒト末梢血中CD14陽性単核球および単芽球様細胞株U937細胞をマクロファージに分化させ、使

用した。また、正常ヒト肺線維芽細胞Normal Human Lung Fibroblasts(NHLF)を用いた。 

（２）フローサイトメトリーによる解析 _ 

細胞表面発現は、Anti CD163-PE抗体およびAnti CD206-APC抗体で標識後、FACSVerse(BD 

Biosciences)で測定した。 

（３）サイトカイン濃度の測定 

分化させたマクロファージの上清、マクロファージまたはその上清とNHLFを共培養した上清中

のサイトカイン濃度をELISAおよびMagpix法で測定した。 

（４）Real-time PCR  

細胞を刺激した後、細胞からtotal RNAを抽出した。その後mRNAからcDNAに逆転写を行い、レフ

ァレンス遺伝子をβ-actinとしてΔΔCt法で相対定量した。 

（５）統計解析 

連続変数の二群間比較はMann-Whitney’s U検定で、多群間比較はKruskal-Wallis検定で評価

し、統計学的有意差はP < 0.05とした。 

 

４．研究成果 

（１）単核球からマクロファージの分化 

同意を得た健常人の末梢血から MACS cell separation を用いて高純度に CD14 陽性単核球を単

離し、M-CSF添加メディウムで6日間培養することにより、単球をマクロファージに分化させた。

M-CSF を加えていない細胞(Fig.1A)と比較すると、M-CSF を添加し培養したマクロファージ

(Fig.1B)は、M2マクロファージの細胞表面マーカーであるCD163およびCD206の発現が増強し、

M2 マクロファージに分化していることが確認できた。また、100nM PMA で U937 細胞を 3日間培

養し、マクロファージに分化させた。 



 

Fig. 1 末梢血単核球から分化誘導したマクロファージの細胞表面マーカー発現 

末梢血 CD14 陽性単核球を M-CSF 無(A)、M-CSF 有(B)で 6 日間培養し、Anti CD163-PE 抗体およ

び Anti CD206-APC 抗体で標識し、フローサイトメトリーで測定した。 

 

（２）マクロファージによる IGF-1 産生 

まず、マクロファージの IGF-1 発現を確認した。末梢血由来マクロファージは mRNA レベルで

IGF-1 を発現していた。シリカ 0.1、0.5mg/ml を加え、マクロファージに貪食させることにより、

IGF-1 mRNA の発現量は増強した(Fig.2)。マクロファージへの分化後、末梢血由来マクロファー

ジのメディウムを M-CSF を除いたものに置換し、24 時間後の IGF-1 濃度を ELISA で測定したと

ころ、176.8 ± 29.82 pg/ml, n=6 であり、IGF-１のタンパクレベルでの発現も確認された。一

方、U937 細胞由来マクロファージにおいては、シリカ 0.1mg/ml で IGF-1 の産生が有意に上昇し

た(Fig.3)。 

 

Fig. 2 シリカによるマクロファージ IGF-1mRNA 発現増強 

末梢血単核球を M-CSF で 6日間培養し、マクロファージに分化させた後、M-CSF 添加メディウム

とシリカを加えて 24時間培養し、RNA を抽出した。cDNA に逆転写し、IGF-1 の発現につき、real-

time PCR で解析した。 



 
Fig. 3 U937 細胞由来マクロファージのシリカによる IGF-1 産生 

U937 細胞を 100nM PMA と共に 72時間培養し分化させたマクロファージにシリカ 0.1 mg/ml を

加え 24時間培養し、上清中の IGF-1 濃度を測定した(n = 3)。 

*P < 0.05 vs. Nil. 

 

（３）マクロファージに分化させた U937 細胞と NHLF の共培養 

マクロファージから産生された IGF-1 を阻害するために、抗 IGF-1 抗体および IGF-1 レセプタ

ー阻害薬である Linsitinib を加え、U937 細胞由来マクロファージと NHLF を共培養した後、培

養上清中のサイトカイン値を Magpix で解析した。結果、抗 IGF-1 抗体 6 ug/ml の添加で培養上

清中 IP-10 値が抑制された。Linsitinib 10uM の添加によっても培養上清中 IP-10 および MMP-

12 値が有意に抑制されたが、IL-6 値は上昇した。一方、U937 細胞由来マクロファージと共培養

した NHLF は Linsitinib 10uM で、IP-10 および MMP-2 の mRNA 発現レベルが増強した。 

 

（４）ヒト末梢血由来マクロファージ培養上清と NHLF の培養 

まず末梢血由来マクロファージのメディウムから M-CSF を除き、24 時間後に培養上清を回収し

た。NHLF を先に得た末梢血由来マクロファージ培養上清存在下で培養し、さらに抗 IGF-1 抗体

を添加して培養し、上清中のサイトカイン値を測定した。結果、抗 IGF-1 抗体 20ug/ml 存在下

で、MIP-1α値が有意に抑制された(Fig.4A)。一方、Linsitinib 10uM を加えると、IL-13 の産生

が有意に抑制され(Fig.4B)、ST2 の産生も低下傾向を認めた(Fig.4C)。 

 



 

Fig. 4 末梢血由来マクロファージ培養上清の IGF-1 阻害効果 

抗 IGF-1 抗体を 20 ug/ml となるように末梢血由来マクロファージの培養上清に加え、NHLF と 24

時間培養し、上清を Magpix で測定した。 

(A) IgG, mouse IgG; anti-IGF-1 antibody, monoclonal antiIGF-1 antibody 

*P < 0.05 vs. IgG. 

(B)DMSO, Dimethyl sulfoxide; Linsitinib 10, Linsitinib 10 uM 

*P < 0.05, n.s., not significant vs. DMSO. 

 

以上、本研究においてヒト末梢血単核球からマクロファージの分化に成功した。 

抗 IGF-1 抗体でマクロファージ由来 IGF-1 を中和することにより、NHLF からの MIP-1α産生が

抑制された。また、Linsitinib で IGF-1 レセプターを阻害することにより、NHLF からの IL-13

および ST2 の産生が抑制された。本研究から、マクロファージ由来 IGF-1 が線維芽細胞の活性化

を引き起こすことが示唆された。今後、IPF 患者由来マクロファージを作成し同様の検討を行い、

IPF 病態形成におけるマクロファージ由来 IGF-1 の影響を解析する方針である。 
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