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研究成果の概要（和文）：CpG DNA、IFN-γ、抗IL-10受容体抗体の三種混合刺激により、マクロファージが血球
貪食する為、刺激前後のマクロファージの遺伝子発現を比較することで、刺激により発現が強く上昇する細胞表
面分子を12種類同定した。各分子に対する阻害抗体や、CRISPR/Cas9を用いたマクロファージでの発現低下によ
る血球貪食能への影響を評価することで、新規血球貪食関連分子として4分子を同定した。また、CpG DNAとIFN-
γとのシグナルクロストークにより、これらの分子の発現がどのように制御されるかをCAGE法により解析し、7
つの特定遺伝子の転写開始点に変化が生じることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Macrophages phagocytose hemophagocytes upon triple stimulation with CpG DNA,
 IFN-γ, and anti-IL-10 receptor antibody.Therefore, by comparing gene expression in macrophages 
before and after stimulation, we identified 12 cell surface molecules whose expression was strongly 
upregulated by the triple stimulation. By evaluating inhibitory antibodies against each molecule and
 the effect of decreased expression in macrophages using CRISPR/Cas9 on hemophagocytosis ability, 
four molecules were identified as novel hemophagocytosis-related molecules. We also analyzed how the
 expression of these molecules is regulated by signal crosstalk between CpG DNA and IFN-γ using the
 CAGE method and found that the transcription start sites of seven specific genes are altered.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
死細胞の貪食機構については数多くの研究がなされており、その生理的意義が明らかとなっているが、血球貪食
の生理的意義は未だ不明である。この機構は重篤な炎症性疾患の病態だけではなく、より広範な「Cell-in-cell
 structures」として、胸腺ナース細胞による未熟Tリンパ球の取り込み・育成や、細胞の共食い（エントーシ
ス）、リンパ球の経細胞内移動（trans-cellular migration）などの基盤としても生理的に重要である可能性が
ある。更に、この機構を制御することで、生きた癌細胞をマクロファージに貪食除去させる治療法が開発される
可能性もあり、新たな研究展開への発展が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
血球貪食症候群は、過度の炎症性刺激によってマクロファージが暴走し、本来貪食対象ではない

赤血球や血小板、リンパ球、骨髄細胞などの自己血球を生きたまま貪食するようになる重篤な難

治性疾患である。血球貪食症候群には遺伝的要因で生じる一次性疾患と様々な病態に付随する

炎症によって生じる二次性疾患が知られている。近年の研究で、一次性疾患については原因遺伝

子が複数同定され、細胞傷害性 T 細胞や NK 細胞による細胞傷害に関与する遺伝子（Perforin
や Munc13-4、Syntaxin11 など）の異常が原因であることが判明した。この細胞傷害の異常に
より、ウイルスに感染した細胞を除去できず、IL-6や Interferon (IFN)-γ、TNF-などの炎症
性サイトカインの発現が持続することで、マクロファージが過剰に活性化される。一方、二次性

疾患は、自己免疫疾患や悪性腫瘍、慢性感染症などによる炎症性サイトカインの異常上昇が引き

金となっており、急速に症状が進行し致死的な経過を辿る。ところが、一

次性・二次性いずれの場合においても、「過度の炎症性刺激がマクロファ

ージをどのように活性化し、その性質を変化させることによって、生きた

自己血球を貪食するようになるのか」、その分子メカニズムの詳細は未だ

に明らかではない。よって、その発症機構を解明することで、将来の治療

法や治療薬の開発へと繋げることが現在の重要な課題である。 
 私達は、この病態発症の分子機序の解明には、培養細胞を用いて血球貪

食を再現することが有用であると考え、マウスの骨髄由来マクロファージ

に様々な炎症性刺激を与えた後に、生きた血球と共培養することで、貪食

を誘発する刺激の探索を行った。その結果、CpG DNA、IFN-γ、抗 IL-
10 受容体抗体の三種混合刺激によって、マクロファージの細胞表面に様々な受容体分子の発現
が誘導され、生きた血球の貪食を引き起

こ す こ と を 見 出 し た （ 図 1 ）
（EBioMedicine. 22:89-99, 2017）。 
 更に、ICAM1 や VCAM1 などの接着
分子の発現により、リンパ球や骨髄細胞

がマクロファージに繋ぎ止められ、それ

に続く Rac1低分子量G蛋白質の活性化
によって血球貪食が引き起こされるこ

とを明らかにした（図 2）。 
 一方、私達は以前、マクロファージに

よる細胞の貪食は、標的細胞の「繋ぎ止

め」とその後の「取り込み」の二段階で

進むことを示したが（Mol Cell Biol. 32:118-25, 2012）、ICAM1と VCAM1は「繋ぎ止め」の機
能にのみ働くことが判明し、血球の「取り込み」を担う分子はまだ同定されていない。更に、

ICAM1と VCAM1はリンパ球や骨髄細胞の「繋ぎ止め」のみに働き、実際の患者で頻繁に認め
られる赤血球や血小板の貪食がどのような分子により引き起こされるのかは未だに不明である。

私達が樹立した血球貪食の培養細胞実験系は、これらの分子の同定に有用であり、更なる解析を

行うことで、血球貪食の分子機構の全容解明が期待される。更に、実際のヒト患者やマウスモデ

ルにおいて、これらの分子の発現が病態発症と関連するのか、また、血球貪食が単一の刺激では

誘発されず、なぜ刺激を組み合わせた場合のみで誘発されるのかを明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、私達が樹立した血球貪食の培養細胞実験系を活用することで、マクロファージによ

る血球貪食の分子機構の全容を解明するとともに、ヒト疾患発症との関連性を明らかにするこ

とで、将来の治療標的の同定を目指す。具体的には、下記の課題に取り組む。 

 
図 1.マクロファージに 
よる生きた骨髄細胞 
（矢印）の貪食 

 
図 2.炎症性刺激による血球貪食の発症機序モデル 



  (A) 血球貪食の分子機構の包括的解明 
  (B) 炎症性刺激の相乗効果による血球貪食誘発機序の解明 
血球貪食症候群の発症原因として炎症性サイトカインの異常上昇が長らく知られているが、ど

のような機序により、マクロファージが生きた自己血球を貪食するようになるのか、その分子機

構はほとんど解明されていない。その理由の一つとして、これまでの血球貪食の研究では、主に

マウスモデルを用いた解析が行われており、網羅的かつ効率的に分子機序のスクリーニングを

行うことができなかった為であると考えられる。通常、マクロファージは死細胞のみを選別して

貪食し、生細胞を貪食することはない為、培養細胞実験系で血球貪食を再現することがこれまで

不可能であった。私達が今回世界で初めて樹立した

培養細胞実験系は、フローサイトメトリー（FACS）
を用いて簡易かつ高い再現性で血球貪食を定量化す

ることができ、阻害抗体や化合物などを用いた高効

率スクリーニングが可能である（図 3）。 
 更に私達は、本来血球を全く貪食しない NIH3T3
線維芽細胞に、ICAM1や VCAM1、Rac1などを過剰
発現させることで、活性化マクロファージと同程度

の血球貪食を誘発する再構築系の樹立にも成功しており、これらの実験系を用いることで、同定

した分子の血球貪食における必要性と十分性を検証するとともに、変異体などを用いた機能解

析が可能となる。 
 
３．研究の方法 
 

(A) 血球貪食の分子機構の包括的解明                                                     

➊ 既同定分子の検討 私達は、CpG DNA、IFN-γ、抗 IL-10受容体抗体の三種混合刺激によ
り、マクロファージが赤血球、血小板、リンパ球、骨髄細胞などを生きたまま貪食することを見

出した。そこで、刺激前後のマクロファージの遺伝子発現を比較することで、刺激により発現が

強く上昇する細胞表面分子を 12種類同定した。その中でも、ICAM1と VCAM1がリンパ球や
骨髄細胞をマクロファージに「繋ぎ止める」ことにより、血球貪食を促進することを報告したが

（EBioMedicine. 22:89-99, 2017）、他の 10種類の分子が血球貪食においてどのような役割を担
うのかは未だ不明である。 
 そこで、これらの分子が各々、血小板や赤血球の「繋ぎ止め」による貪食に関与するのか、又

は、血球の「取り込み」過程に働くのかを各細胞表面分子に対する阻害抗体を用いた実験や、

shRNA・CRISPR/Cas9を用いたマクロファージでの発現低下（欠損）により検討を行い、血球
貪食における各分子の役割を解明する。 
 
➋ 候補分子の機能解析 私達は NIH3T3細胞を用いた血球貪食の再構築系を樹立しており、各
候補分子を NIH3T3 細胞に発現させることで、その分子が血球貪食のどのような過程に関与す
るのかを検討するとともに、ドメインを欠損させた変異体による機能解析を進める。 
 

(B) ヒトにおける発現相関の検討                                                        

血球貪食症候群のヒト血液検体やマウスモデルを用いて、既同定の ICAM1・VCAM1や前頁（A）
で同定する新規分子などが、実際に血球貪食の病態発症と関連しているかを検討する。まず、ヒ

ト血液検体については、金沢大学附属病院の小児科・腎臓内科・リウマチ内科・臨床検査部と協

力して患者末梢血から単球・マクロファージの単離を進め、これらの分子の発現を定量 PCRや
FACSにより解析し、病態発症との相関関係を明らかにする。 
 

(C) 炎症性刺激の相乗効果による血球貪食誘発機構の解明                                   

三種混合刺激により ICAM1 や VCAM1 などの発現が強く誘導され血球貪食が誘発されるが、
いずれの刺激を単独で高い濃度用いた場合においても、10分の 1程度の発現しか誘導されない。
このことから、これらの刺激間では血球貪食関連分子の発現に対する相乗効果があると考えら

図 3.FACSによる血球貪食の定量化 



れ、その機序を ICAM1と VCAM1の発現を指標として、以下の方法により解明する。 
 
➊ シグナルクロストークの解析 TLR9と IFNGRの伝
達経路にあるシグナル分子は、ほぼ全て解明されている

為、リン酸化などの修飾を容易に解析することが可能で

ある。具体的には、三種混合刺激のうち、(1) CpG DNA
は、TLR9→TAK1 などを介した NF-B や MAPK の活
性化により、(2) IFN-γは、IFNGR→Jakを介した STAT1
の活性化により、標的遺伝子の発現を誘導する（図 4）。 
そこで、これらの分子の相互作用により、ICAM1 と
VCAM1の発現がどのように制御されるかを検討する。 
 
➋ 遺伝子発現制御ネットワークの解析 理化学研究所
の林崎良英博士・Oleg Gusev博士と共同で、三種混合刺激によるマクロファージ内での遺伝子発
現制御ネットワークを、CAGE法（PNAS. 100:15776-81, 2003）を用いて転写開始点を決定し
て転写因子を予測することで網羅的に解明する。刺激の相乗効果により ICAM1 と VCAM1 が
強発現する際における遺伝子発現制御ネットワークの変容を解析し、その閾値を制御する分子

実態の同定を目指す。 
 

４．研究成果 

 

(A) 血球貪食の分子機構の包括的解明                                                     

私達はこれまでに、CpG DNA、IFN-γ、抗 IL-10受容体抗体の三種混合刺激により、マクロフ
ァージが赤血球、血小板、リンパ球、骨髄細胞などを生きたまま貪食することを見出した。そこ

で、刺激前後のマクロファージの遺伝子発現を比較することで、刺激により発現が強く上昇する

細胞表面分子を 12種類同定した。その中でも、 ICAM1と VCAM1がリンパ球や骨髄細胞をマ
クロファージに「繋ぎ止める」ことにより、血球貪食を促進することを報告したが、他の 10種
類の分子が血球貪食においてどのような役割を担うのかは未だ不明である。そこで、これらの分

子のマクロファージにおける発現、特に CpG DNA、IFN-γ、抗 IL-10 受容体抗体の三種混合
刺激で発現が上昇するか否かを定量 PCRで確認し、マクロファージ上に発現している分子に対
しては、各分子に対する阻害抗体や、CRISPR/Cas9を用いたマクロファージでの発現低下（欠
損）による血球貪食能への影響を評価した。以上の実験より、新規血球貪食関連分子として下記

の 4分子を候補として同定した。 
 
CD31 (PECAM-1)：血管内皮細胞や血小板などに発現する細胞接着分子として知られており、
CD31 同士のホモフィリックな結合を行うことから、マクロファージでの強い発現誘導により、
血小板を繋ぎ止めて貪食を促進する役割を担う可能性が考えられる。 
 SHPS1：赤血球などの血球系に発現している CD47と結合する受容体として知られており、マ
クロファージによる赤血球の繋ぎ止めに関与する可能性が考えられる。CD47と SHPS1の結合
は、赤血球が貪食されるのを回避する"Don't eat-me"シグナルとして機能することが報告されて
いるが（Science. 288:2051-4, 2000）、私達の実験結果では、「繋ぎ止め」によって、むしろ血球
の貪食を促進することが示されており、マクロファージの活性化状態によって、貪食を正・負ど

ちらにも制御する可能性がある。 
 MARCO：マクロファージによる異物の取り込みを担うスカベンジャー受容体として知られて
おり、マクロファージに繋ぎ止められた血球の「取り込み」に関与する可能性がある。 
 LILRB3：LILRファミリーは、11のタンパク質コード遺伝子と 2つの偽遺伝子からなるヒト
多遺伝子ファミリーのメンバーによってコードされている。非常に相同性の高い細胞外ドメイ
ンを持ちながら、細胞内に抑制性シグナルを伝達するモチーフ ITIM を持つ抑制型受容体
と活性化シグナルを伝達するモチーフ ITAM を持つ活性型受容体の相反するシグナル伝達
能を持つペア型受容体として知られる。 

 

図 4.血球貪食誘発シグナルの相乗機構 



 
次に、これらの新規貪食関連分子の機能解析を進めた。各分子の発現ベクターをそれぞれ作製

し、本来は貪食能をもたない NIH3T3 細胞に過剰発現させ、生細胞を貪食させることで、血球
貪食を再構築する実験系を樹立した。NIH3T3細胞が貪食する過程を蛍光顕微鏡で可視化し、フ
ローサイトメトリーを用いて貪食を定量化することで、これらの分子が血球の「繋ぎ止め」によ

る貪食に関与するのか、又は、血球の「取り込み」過程に働くのかを検討した。更に、これらの

分子において重要なドメインを欠損させた変異体を作製し、NIH3T3細胞に発現されることで、
ドメイン機能の解析を進めた。以上の結果から、これらの新規候補分子いずれもが in vitroにお
いて、実際に血球貪食に関与することを示した。 
 
(B) ヒトにおける発現相関の検討                                                      
新規 4分子の中でも多様性に富むことが知られる LILRB3の機能を重点的に解析した。日本人
の血液検体を調べることで、本分子には 8 つ以上の多様な対立遺伝子変異型が存在しているこ
とを見出した。これらの変異型遺伝子をそれぞれクローニングし、NIH3T3細胞に発現させるこ
とで、血球貪食を促進するかを検討したところ、貪食活性をもつものは、そのうちの一部の変異

型のみであることが明らかとなった。これはヒトによって血球貪食症候群の感受性が異なる理

由の分子基盤になっているものと想定される。そこで、この貪食活性を持つ変異型受容体が認識

するリガンドを、 Jurkat細胞を標的とすることでアフィニティー精製を行い、質量分析法によ
り同定を試みた。その結果、3つの候補分子が検出されたが、それぞれの候補を CRISPR/Cas9
で欠損させることで、受容体との結合が無くなるかを確認し、リガンド候補を１つに絞り込むこ

とに成功した。実際、このリガンドを欠損させた Jurkat細胞は、マクロファージに血球貪食さ
れないことを確認するとともに、このリガンドは、貪食活性を持つ変異型受容体のみと結合し、

持たないものとは結合しないことを確認した。 
 

(C) 炎症性刺激の相乗効果による血球貪食誘発機構の解明                                  
図 4で示した TLR9と IFNGRの伝達経路に基づき、TLR下流の p38 が、STAT1の serine727
をリン酸化し、IFNGRのシグナル伝達を増強する事で、ICAM1と VCAM1の発現を上昇させ
ていることを見出した。現在、この過程のこのようなクロストークによる相乗効果を各伝達経路

のシグナル分子の欠損・変異により解析を進めている。 

更に、血球貪食能の発現を制御する細胞内分子を理研の Oleg Gusev博士とともに CAGE法
を用いることで網羅的に解析した。三種刺激の解析は複雑であり、CpG DNA＋IFN-γ刺激によ
っても中等度の血球貪食を誘導することが可能であることから、骨髄由来マクロファージ

（BMDM）を用いて IFN-γ単独、CpG DNA単独、CpG DNA＋IFN-γ刺激を与え、3時間、
9時間、15時間後に発現している遺伝子群を CAGE法にて網羅的に解析した。CAGE法では、
転写エンハンサーのアノテーションや活性を調べることが可能であることから、BMDMのプロ
モータープロフィールに加えて、CAGE データを用いて双方向転写エンハンサーのアノテーシ
ョンを行った。その結果、CpG DNA＋IFN-γ刺激では、他のグループと明らかに異なる特異的
な発現プロファイルを示すことが判明した。さらに、CpG DNAによる処理では、活性化の終末
状態に達するまでに少なくとも 9時間を要するのに対し、IFN-γによる処理ではわずか 3時間
であることが判明した。特に、KLF6、THBS1 などの免疫関連遺伝子のエンハンサーは、CpG 
DNA＋IFN-γ刺激で劇的に変化した。さらに、CAGE法の利点として、転写開始点を容易に同
定することが可能であることから、マクロファージの各種刺激において異なる転写開始点を利

用する遺伝子を探索した。その結果、CpG DNAと IFN-γの相乗効果により、CpG DNAや IFN-
γ単独と比較して、7つの特定遺伝子の転写開始点に変化が生じることが判明した。これらの遺
伝子は、マクロファージ極性や免疫応答に関与する遺伝子である為、血球貪食能の制御に関与す

るかを CRISPR/Cas9で欠損させることにより現在検討中である。 
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