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研究成果の概要（和文）：本研究では、2型免疫応答におけるエフェロサイトーシスの関与について検討した。2
型優位の免疫応答を示すNC/Ngaマウスでは、BALB/cマウスと比較して骨髄由来マクロファージにおけるラテック
スビーズの貪食能およびアポトーシス細胞のエフェロサイトーシス能が低下していた。また、アポトーシス細胞
の気管内投与により生体でのエフェロサイトーシス能を評価したところ、定常時および炎症誘発時のどちらにお
いてもNC/Ngaマウスは有意に減弱していた。以上の結果より、エフェロサイトーシスの障害が2型免疫応答を促
進させる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Phagocytic clearance of apoptotic cells by macrophages, termed 
efferocytosis, is one of the important functions for tissue repair and resolution of inflammation. 
It has been reported that impaired efferocytosis was observed in airway diseases such as asthma. In 
the present study, we investigated the involvement of efferocytosis in type 2 immune responses. 
NC/Nga mice, which exhibit a type 2-prone immune response, showed decreased phagocytosis of latex 
beads and efferocytosis of apoptotic cells in bone marrow-derived macrophages compared to BALB/c 
mice. The clearance rate of apoptotic cells by alveolar macrophages in NC/Nga mice was decreased 
compared to that in BALB/c mice under normal and inflammatory conditions. These results suggested 
that impaired efferocytosis might promote type 2 immune responses.

研究分野：免疫学

キーワード： マクロファージ　エフェロサイトーシス　組織修復

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
組織修復には多くの組織の傷害に共通な機構と、肺や肝臓など、その組織に特異的な機構が必要となる。マクロ
ファージは自然免疫応答の基軸となる細胞で、修復機転の最初の段階においてエフェロサイトーシスと呼ばれる
死細胞を含む異物処理を行う。本研究により修復機構で活躍するマクロファージの機能や修復機転の効果的な発
動機構、さらには自然免疫に関わるその他の細胞との関連が明らかになり、統合的に理解することができれば、
多くの組織の傷害に共通な修復機構を効果的に誘導することが可能となる。また、現行の治療法に補完的に組み
合わせることにより、より効果的な治療成績が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺炎などの感染症や気管支喘息などのアレルギー疾患をはじめ、ほとんどの疾患は炎症を伴
い、臓器や組織に傷害が起こるが、同時に修復機転が開始される。修復機転には、マクロファー
ジの他、その場にいる組織構成細胞や自然リンパ球が重要な働きをすると考えられる。修復には
多くの組織の傷害に共通な機構があり、最初の段階で、死細胞ないし死につつある細胞をマクロ
ファージが除去する過程、エフェロサイトーシスが誘導される。エフェロサイトーシスにおいて、
マクロファージは、アポトーシス細胞からのシグナルを認識し、それらの細胞と結合する。アポ
トーシス細胞を取り込んだ後、マクロファージは抗炎症性サイトカインを放出し、炎症を収束へ
と向かわせる。エフェロサイトーシスが障害されると、アポトーシス細胞の処理が損なわれ、2
次的なネクローシスが誘導され、炎症と組織傷害が増悪することが分かっている。エフェロサイ
トーシスの障害が喘息などの気道炎症で報告されている。 
アトピー性皮膚炎モデルマウスである NC/Ngaマウスは、コンベンショナルな環境下で IgE抗
体の過剰産生を特徴とした 2型優位の免疫応答を示す。実験的に喘息を誘導した NC/Ngaマウス
は、高度の好酸球増多を示すことが報告されている。しかし、NC/Ngaマウスの免疫応答が 2型
に偏るメカニズムは十分に理解されていない。これまでに我々は、NC/Ngaマウスを用いてマク
ロファージのエフェロサイトーシスに自然免疫の環境がどのような意義を持つのかを検討し、2
型免疫応答の自然免疫環境である NC/Nga マウスでは、貪食能が低下していることを確認した。
自然免疫の環境が修復機転にどのような意義を持つのか、マクロファージなどが修復機構でど
のように協働しているかを明らかにできれば、より有効な修復機構を誘導でき、いかなる炎症に
対してもより完全な修復・治癒機転の誘導が可能となると考える。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、マクロファージをはじめとした自然免疫に関与する細胞がどのように炎症の情
報を統合し、傷害組織の修復機構を構成するかを解明することを目的とし、なかでも、IL-4 や
IL-5 が中心的な役割を担う 2 型免疫応答の環境にある傷害組織での修復機構について解析する
ため、2型免疫応答が優位なマウスを用いて、マクロファージによるエフェロサイトーシスを ex 
vivoおよび in vivoレベルで検討した。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
雌性の 6-8週齢の野生型 BALB/cマウスおよび NC/Ngaマウスを使用した。これらのマウスは
温度 22-24℃、湿度 55±5%の条件下で、自由摂食・摂水のもと、施設内で飼育した。全ての動物
実験は名古屋大学大学院医学系研究科の動物実験委員会の承認のもと、名古屋大学における動
物実験等に関する動物取扱規定を遵守して実施した。 
 
(2) 細胞培養 
細胞はヒト急性Ｔ細胞性白血病細胞由来細胞株 Jurkat T細胞を用いた。細胞の培養には、10%
ウシ胎児血清 (fetal bovine serum, FBS), 100 U/ml penicillin, 0.1 U/ml streptomycin, 2.5 x 10-4 U/ml 
amphotericin B, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml non-essential amino acidsを添加した RPMI1640培
地を使用した。 
 
(3) 骨髄由来マクロファージ (bone marrow-derived macrophages, BMDM)の樹立 

NC/Ngaマウスおよび BALB/cマウスから骨髄細胞を単離し、10 ng/ml顆粒球マクロファージ
コロニー刺激因子（GM-CSF）存在下で 7日間培養することで樹立した。 
 
(4) 気管支肺胞洗浄液 (bronchoalveolar lavage fluid, BALF)の回収 
麻酔下でマウス気管内に 22Gカテーテルを留置、固定し、0.6 ml PBS (phosphate buffered saline)
で 6回洗浄することにより回収した。回収した BALFは 1,500 rpmで 5分間遠心し、上清と細胞
を分離した。細胞は溶血により赤血球を除去し、総細胞数をカウント後、各種実験に供した。 
 
(5) 紫外線照射によるアポトーシスの誘導 

Jurkat T 細胞に 302 nm の紫外線をさまざまな時間で照射した。アポトーシス誘導の確認は、
annexin Vおよび PIで染色し、フローサイトメトリーで評価した。アポトーシス誘導 Jurkat T細
胞は、5 μM CFSEで 37℃、15分間標識し、in vivo実験では 2 x 107 cells/ml、in vitro実験では 3 x 
106 cells/mlに濃度を調整した。 
 
 



(6) 貪食能の評価 
BMDM に fluorescein isothiocyanate（FITC）標識ラテックスビーズを添加し、2 時間反応させ
た。0.025% Tween 20含有 PBSで洗浄し、フローサイトメトリーにて解析した。 
 
(7) in vitro efferocytosis assay 

BMDM（3×105個）を 24 穴プレートに播種し、CFSE 標識したアポトーシス誘導 Jurkat T 細
胞（1.5 x 106個）を添加し、2時間または 24時間インキュベートした。洗浄後、細胞を回収し、
抗 F4/80抗体および抗 CD11b抗体で染色した。CFSE+ F4/80+ CD11b+の細胞集団をフローサイト
メトリーで解析し、エフェロサイトーシスを評価した。 
 
(8) in vivo efferocytosis assay 
麻酔下で、CFSE 標識したアポトーシス誘導 Jurkat T 細胞（1.0×106 個）を NC/Nga または

BALB/cマウスに気管内移入した。4時間後、BALFを回収し、細胞を抗 CD11c抗体で染色した。
CFSE+ CD11c+の細胞集団をフローサイトメトリーで解析し、エフェロサイトーシスを評価した。 
 
(9) パパインによる気道炎症モデルの作製 

3種混合麻酔あるいはイソフルラン麻酔下でパパイン 50 μg (2.5 mg/mlを 20 μl) を day 0から
day 2までの 3日間、経鼻的に連続投与した。最後の経鼻投与から 1日後 (day 3)に BALFを回
収した。 
 
(10) フローサイトメトリー 

BALF中の細胞は 96穴プレートに分注し、Fcブロック (抗 CD16/32抗体)を行った後、各種抗
体を用いて 4℃で 20分間反応させ、FACSCanto II (BD Biosciences)にて解析を行った。 
 
(11) 統計・解析 
群間の統計的比較は、一元配置分散分析 (ANOVA)によって評価した。群間で Scheffeの post-

hoc testを行い、p<0.05を統計的に有意な差と見なした。統計分析には、Stat View (Abacus concept 
Inc., Gloucestershire, USA)を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) BMDMによるラテックスビーズの貪食作用 

BALB/c マウスと NC/Nga マウスのマクロファージの貪食能の違いを検討した。BALB/c マウ
スまたは NC/Nga マウスから作製した BMDMを FITC標識ラテックスビーズで 2 時間処理し、
ラテックスビーズを貪食した細胞をフローサイトメトリーで解析した。NC/Nga マウス由来の
BMDMでは BALB/cマウス由来のものと比較して、ラテックスビーズの貪食が約 31％低下した
（Fig. 1）。 
 
 

 
 
(2) BMDMによるエフェロサイトーシスの評価 
次に NC/Ngaマウスの BMDMによるアポトーシス細胞のエフェロサイトーシスを検討した。

Jurkat T細胞に UVを照射してアポトーシスを誘導し、CFSEで標識した。CFSE標識したアポト
ーシス誘導 Jurkat T細胞を BMDMに 2時間または 24時間添加し、CD11b+ CFSE+の細胞集団を
検出し、エフェロサイトーシスを評価した（Fig. 2）。NC/Ngaマウスおよび BALB/cマウスとも
に、アポトーシス誘導 Jurkat T細胞添加後 2時間で、CD11b+CFSE+の細胞集団が増加し、エフェ
ロサイトーシスが誘導されることが確認されたが、マウス間でエフェロサイトーシスの程度に
大きな差は認められなかった。一方、BMDMとアポトーシス誘導 Jurkat T細胞を 24時間反応さ
せた場合、NC/Ngaマウスではエフェロサイトーシスが低下するように思われた。これらの結果
は、NC/Nga マウス由来の BMDM では、継続的なエフェロサイトーシスが損なわれている可能
性が示唆された。 



 
 
(3) 肺胞マクロファージによるエフェロサイトーシスの評価 

CFSE標識したアポトーシス誘導 Jurkat T 細胞を BALB/cマウスあるいは NC/Ngaマウスの気
管内に投与し、4時間後に BALFを回収し、CFSE+ CD11c+の細胞集団をフローサイトメトリーで
解析した。その結果、CFSE+ CD11c+の細胞集団は、BALB/cマウスに比べ NC/Ngaマウスで有意
に減少しており、NC/Ngaマウスでは肺胞マクロファージによるエフェロサイトーシスが損なわ
れていることが示唆された。（Fig. 3）。 
 

 
 
 
(4) 気道炎症モデルにおけるエフェロサイトーシスの評価 
炎症下でのエフェロサイトーシスを評価するため、パパインの気管内投与による気道炎症モ
デルを作製した。BALB/c マウス、NC/Nga マウスともに、気道炎症モデルでは BALF 中に好中
球や好酸球の浸潤が認められ、NC/Ngaマウスは BALB/cマウスと同程度に気道炎症が誘発され
ることを確認した（Fig. 4A）。エフェロサイトーシスについては、CD11cと Gr-1の陽性細胞の割
合で評価し、NC/Ngaマウスでは BALB/cマウスに比べて大きく減少していることが明らかとな
った（Fig. 4B)。以上の結果より、NC/Ngaマウスは、気道炎症下においてマクロファージによる
エフェロサイトーシス能が減弱している可能性が示唆された。 
 
 
本研究では、NC/Ngaマウスでみられる 2型優位の免疫応答におけるエフェロサイトーシスの
関与について検討した。NC/Ngaマウスでは、BMDMによるアポトーシス誘導 Jurkat T細胞のエ
フェロサイトーシスおよびラテックスビーズの貪食が低下していた。また、NC/Ngaマウスの肺
胞マクロファージでは、定常時および炎症時のどちらにおいても、エフェロサイトーシス能の低
下が観察された。以上の結果より、エフェロサイトーシスの障害が 2型優位の炎症を促進あるい
は持続させる可能性が示唆された。 
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