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ABSTRACT 

Conditions of severe hyper-inflammation can lead to uncontrolled activation of 

macrophages, and the ensuing phagocytosis of live cells. However, relationships between 

inflammatory stimuli and uncontrolled phagocytosis of live cells by macrophages are 

poorly understood. To identify mediators of this process, I established phagocytosis assays 

of live cells by stimulating macrophages with CpG DNA, interferon-γ, and anti-interleukin-

10 receptor antibody. In this model, various cell surface receptors were upregulated on 

macrophages, and phagocytosis of live cells was induced in a Rac1-dependent manner. 

Subsequent inhibition of the ICAM-1, VCAM-1, and both of these receptors abolished in 

vitro and in vivo phagocytosis of live T cells, myeloid cells, and B cells, respectively. 

Specifically, the reduction in lymphocyte numbers due to in vivo activation of macrophages 

was ameliorated in Icam-1-deficient mice. In addition, overexpression of ICAM-1 or 

VCAM-1 in non-phagocytic NIH3T3 cells led to active phagocytosis of live cells. These 

data indicate molecular mechanisms underlying live cell phagocytosis induced by hyper-

inflammation, and this experimental model will be useful to clarify the pathophysiological 

mechanisms of hemophagocytosis and to indicate therapeutic targets. 
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要旨 

生体内で全身性の過剰な炎症が起こると、貪食細胞であるマクロファージが異常に活性

化し、生きた細胞を貪食するようになる。しかしながら、炎症性刺激がどのようにして生

きた細胞の貪食につながるかはほとんどわかっていない。生きた細胞の貪食を起こす分子

を同定するために、私は CpG DNA、IFN-γ、IL-10Rを用いることで、生細胞貪食の細胞

培養系モデルを樹立した。本モデルでは、炎症性刺激によってマクロファージ上に様々な

受容体が誘導され、生きた細胞が Rac1依存的に貪食されることがわかった。この誘導さ

れた貪食に対して、ICAM1もしくは VCAM1に対する抗体を作用させることで、T細胞、

B細胞、ミエロイド細胞の貪食がそれぞれ阻害された。特に、過剰な炎症によるマウス生

体内のリンパ球数減少が、Icam1 KOマウスでは回復していた。さらに、通常は生きた細

胞を貪食しない NIH3T3に、ICAM1もしくは VCAM1を過剰発現させることで、生細胞の

貪食を誘導できた。これらの結果より、過剰な炎症による自己生細胞貪食メカニズムの一

端を明らかにすることができ、今後、血球貪食の生理的機能の解明や、治療法確立につな

がることが期待される。 
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１．研究の背景と概要 

 CpG DNA、γ-インターフェロン、抗 IL-10受容体抗体の 3種類の炎症性刺激を組み

合わせることによってマクロファージによる生きた細胞の貪食を誘導できる 

 炎症性刺激によってマクロファージ上に誘導された ICAM1と VCAM1が生きた細胞

の貪食に関与している 

 

これまで死んだ細胞の適切な貪食は、組織の恒常性維持や、自己免疫疾患を防ぐうえで

非常に重要であることは様々な論文で報告され、その分子メカニズムも広く調べられてき

た。一方で、生きた細胞の貪食も、一定の環境下で起こることが知られている。特に、血

球やその前駆細胞の貪食は、“血球貪食”と呼ばれており、感染症や悪性腫瘍、自己免疫

疾患といった過度の慢性炎症によって引き起こされ、そのような疾患群は、総称して血球

貪食症候群と呼ばれている。血球貪食症候群患者では、汎血球減少や、抗サイトカイン血

症が見られるが、何より、活性化した貪食細胞が自己血球を貪食している像が見られるの

が特徴である。血球貪食症候群は致死的な経過をたどることが多いが、現在有効な療法は

なく、治療法確立のために、そのメカニズム解明は重要である。しかし、詳しい分子メカ

ニズムはわかっていない。これまで血球貪食に関する研究は、主にマウスモデルやヒトサ

ンプルを用いて行われてきたため、その詳細な分子メカニズムを明らかにするのが困難で

あった。私は、血球貪食の新たな細胞培養系モデルを樹立することで、この問題を解決し

た。このモデルでは CpG DNA、γ-インターフェロン、抗 IL-10受容体抗体の 3種類の炎

症性刺激によってマクロファージを活性化することで、培養細胞系でも生きた細胞の貪食
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を誘導できる。また、このモデルを用いることで、T細胞の貪食には ICAM1が、B細胞

の貪食には ICAM1と VCAM1が、ミエロイド細胞の貪食には VCAM1がそれぞれ関与し

ていることを明らかにした。これらの結果によって、今後、新たな血球貪食分子の同定や、

血球貪食症候群の治療法確立につながることが期待される。 
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2. Introduction 

私たちの体の中では毎日何十億の細胞がアポトーシスを起こして死に、貪食細胞がそれ

らを除去することで、ホメオスターシスを維持している。このアポトーシス細胞の貪食は

efferocytosisと呼ばれ、そのメカニズム解明が進んでいる。例えば、アポトーシス細胞は

その表面にホスファチジルセリン（PS）を露出しており、その PSを貪食細胞が Tim4や

MFG-E8などを介して貪食することが知られている(Segawa and Nagata, 2015 ;Nagata et 

al., 2010)。また、生細胞の表面には CD31や CD47といった、生きた細胞の貪食を阻害す

るための分子が発現しており(Brown et al., 2002; Gardai et al., 2005)、これらによって、

アポトーシス細胞が特異的に貪食されるようなメカニズムになっている。 

一方で、生細胞の貪食は、全身性の感染症や、自己免疫疾患を由来とした、過剰炎症に

よる、マクロファージの異常な活性化により引き起こされる。特に、生きた自己血球やそ

の前駆体の貪食は、血球貪食と呼ばれ、一定以上の血球貪食像を示す疾患群は、血球貪食

症候群と呼ばれている。血球貪食症候群患者では、汎血球減少や抗サイトカイン血症を示

し、何より骨髄や脾臓において異常に活性化した貪食細胞によって赤血球や白血球、血小

板が貪食されている様子が観察される(Janka, 2012; Grom et al., 2016)。HLHは非常に致

死性の高い疾患であるが、現在有効な治療法がないため、そのメカニズム解明は非常に重

要である。しかし、その詳しい分子メカニズムはほとんどわかっていない。この血球貪食

に関しては、血球貪食症候群患者の血液幹細胞において、CD47の発現が低下していると

いう報告(Kuriyama et al., 2012)や、マウスモデルにおいて、PSが露出した赤血球が増加

しているといった報告(Ohyagi et al., 2013)がある。しかしながら、γ-インターフェロン

(IFN-γ)などの炎症性刺激によるマクロファージの異常な活性化が、血球貪食の本態である
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(Zoller et al., 2011)ことを考えると、これらの知見だけでは、血球貪食のメカニズム全容

を解明するに至っていない。特に、炎症性刺激がどのようにマクロファージに作用して、

自己血球を貪食するようになるのかという分子メカニズムはほとんどわかっていない。 

そこで、私は、血球貪食の細胞培養系モデルを樹立することでこの分子メカニズムを解

明しようと考えた。しかし、マクロファージは死んだ細胞を認識し、貪食するため、マク

ロファージによる生細胞の貪食を in vitroで再現することは誰も成功していなかった。最

近、Toll-like receptor (TLR) 9のリガンドである CpG DNAをマウスに繰り返し投与するこ

とで血球貪食を誘導できる(Behrens et al., 2011)ということが報告されたため、それを参

考にして、血球貪食の細胞培養系モデルの樹立試みることにした。  
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3. Materials and Methods 

3.1. マウス、細胞、試薬 

 C57BL/6 マウスは SLCから購入した。 C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) マウス (Okabe et 

al., 1997) は岡部勝先生から頂いた。 Icam-1 KO マウスはマウス Icam-1 exon-4 

(CGCTGCGTTTTGGAGCTAGCGG) と exon-6 (TCCTAAGATGACCTGCAGACGG) (下線

PAM配列を示す)をターゲットとした、CRISPR/Cas9 pX330 ベクターを前核インジェクシ

ョンにより作製した。すべてのマウスは pathogen-freeの施設で飼育し、すべての動物実験

は金沢大学の動物実験委員会により承認された実験計画に基づいて行われた。骨髄由来マ

クロファージ(Bone marrow-derived macrophage;BMDM)はマウスの大腿骨から抽出した骨髄

細胞を、10% FBS (Biowest)、 1% penicillin/streptomycin、M-CSFを過剰発現した L929細胞

の上清より調整した 10 units/ml macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (Takeshita et al., 

2000)を含む high glucose DMEM (Nacalai, Japan)によって、4-6日間培養することで作製し

た。すべての細胞株は RIKEN Bio Resource Center (Japan)より購入し、マイコプラズマ感染

がないことを確認して使用した。それぞれの細胞は recombinant IFN-γ、 the Rac1 inhibitor 

NSC23766 (Wako, Japan)、 cycloheximide (Nacalai, Japan)、 CpG ODN-1826 (5'- TCCATG 

ACGTTCCTGACGTT-3', Hokkaido System Science, Japan)、 BAPTA-AM (Dojindo, Japan)によ

って処理した。B220 (RA3-6B2, RRID:AB_312996)、CD3 (17A2, RRID:AB_312661)、 CD4 

(GK1.5, RRID:AB_312696)、CD8a (53-6.7, RRID:AB_312751)、 CD11b (M1/70, 

RRID:AB_312794)、 CD68 (FA11, RRID:AB_10575475)、 Gr-1 (RB6-8C5, RRID:AB_313368)、 

ICAM-1 (YN1/1.7.4, RRID:AB_313700)、 IL-10R (1B1.3a, RRID:AB_313521)、 Integrin V 

(RMV-7, RRID:AB_2265155)、 Integrin 3 (2C9.G2, RRID:AB_313086)、 LAMP-1 (1D4B, 
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RRID:AB_572003)、 LFA-1 (M17/4, RRID:AB_10694867)、 PECAM-1 (MEC13.3, 

RRID:AB_312918)、 VCAM-1 (429, RRID:AB_313209)、 VLA-4 (9C10, RRID:AB_2129608)、

VLA-5 (5H10-27, RRID:AB_313065)、以上の抗マウス抗体と rat IgG1κ (RTK2071, 

RRID:AB_326519)、IgG2a κ (RTK2758)、 IgG2b κ (RTK4530, RRID:AB_2086803)、Armenian 

hamster IgG (HTK888) isotype control antibodies、mouse IL-10 ELISA Kit は Biolegendより購

入。MFG-E8の D89E変異たんぱく質は以前の報告にあるとおりに調整した(Hanayama et 

al., 2002)。 

 

3.2. プラスミドとトランスフェクション 

mouse Icam-1と Vcam-1のコーディング領域全長を含む DNA断片は、CpG DNA、IFN-γ、

IL-10Rで刺激した BMDMから RNAを抽出し、以下のプライマーを使用して RT-PCRを

行うことで得た。ICAM-1-Fw, 5'-CCCGGATCCCTACCATGGCTTCAACCCGT-3' and ICAM-

1-Rv, 5'-AAAGCGGCCGCTCAGGGAGGTGGGGC-3' (下線は BamHI、NotI制限酵素サイト)、

VCAM-1-Fw, 5'-ATTAATTAAGCCACCATGCCTGTGAAGAGGTC-3' and VCAM-1-Rv, 5'-

AAAGCGGCCGCCTACACTTTGGATTTCTGTGC -3' (下線は PacI、NotI制限酵素サイト)。

PCR断片を BamHI/PacIと NotIにより切断し、pMXs retrovirus vectors (Kitamura et al., 2003)

に挿入した。pMXs-Rac1 は長田重一先生より頂いた。 レトロウイルスベクターを

FuGENE6 (Promega)を用いて、PLAT-E細胞(Morita et al., 2000)にリポフェクションし、48

時間後に NIH3T3細胞、もしくは BMDMに、PLAT-E上清を 10 g/ml polybreneとともに

加えることで感染させ、過剰発現細胞株を作製した。インテグリンV3を発現させた

NIH3T3 細胞は以前作製したものを使用した(Hanayama et al., 2002)。 
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3.3. In Vitro 貪食アッセイ  

1 × 105の貪食細胞を 24-well plates (Corning)もしくは NUNC Lab-Tek II 8-well chamber 

glass slides (Thermofisher)にそれぞれ培養し、IFN-γ (100 U/ml)、CpG DNA (0.5 μg/ml)、 

IL-10R (1.25 μg/ml)によって 20時間刺激した。このとき、cycloheximide (1 μg/ml)もしく

は 50、100、200 μMの Rac1 inhibitor NSC23766を加えたものと加えないものを用意した。 

胸腺細胞や脾臓細胞、ミエロイド細胞は、4–6 週齢マウスから摘出し、調整した。ミエロ

イド細胞は、骨髄細胞を抗 CD3抗体と抗 B220抗体で染色し、T細胞と B細胞を

FACSAria cell sorter (BD Biosciences)によって除去することによって調製した。胸腺細胞の

アポトーシスは 10 μM dexamethasoneで 4時間処理することで誘導し、ミエロイド細胞の

アポトーシスは  200 J/cm2の UV 照射後、2時間培養することで誘導した。フローサイト

メトリーによる解析のために、被貪食細胞は PBSにより 2回ウォッシュし、1 μM 

CellTracker green dye (CMFDA) (Thermofisher)を加えて、30分インキュベートし、染色した。

染色反応は 1 ml FBSによって止め、10% FBS を含む DMEM によってウォッシュした。1 

× 106 のラベルした細胞をあらかじめ 4 μg/mL の抗体、10、20 μM BAPTA-AM、7 μg/ml 

MFG-E8 D89Eで 30分前処理した、もしくは前処理していない貪食細胞に加えた。その後

37℃で 2.5時間貪食を起こさせ、貪食されていない細胞は PBSで 2回ウォッシュすること

で除去した。貪食細胞をトリプシン処理によって回収し、ウォッシュし、2% FBS を含む

PBSに再懸濁した。Percentage phagocytosisは、CMFDA陽性 BMDMを FACSVerse (BD 

Biosciences)を用いて定量することで算出した。顕微鏡観察のために、1 × 106の被貪食細胞

を 4 μg/mL (BMDM)もしくは 10 μg/mL (NIH3T3細胞、pMAC、BMDC)で 30分前処理した、

もしくはしていない、GFPでラベルされた貪食細胞に加えた。いくつかの実験では、被貪

食細胞を 0.1 μg/mlの pHrodo Red (Thermofisher)であらかじめ染色した。2.5時間貪食細胞
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と被貪食細胞を共培養した後に、細胞を PBSによりウォッシュし、4% paraformaldehyde 

(PFA)/PBSにより固定した。脾臓細胞を用いた場合には、ice-cold acetoneにより貪食細胞

を易透化し、APCラベル抗 B220、抗 CD4、抗 CD8抗体によって染色することで、貪食さ

れた細胞種を同定した。この細胞を DAPI (Dojindo, Japan)を含む ProLong Gold Antifade 

(Thermofisher)を用いてマウントし、FV10i confocal microscope (Olympus, Japan)により観察

した。 貪食された細胞は黒いスポットとして検出され、200の貪食細胞(50細胞/1視野 × 4 

視野)あたり貪食された細胞数を、無作為に数え、100貪食細胞当たり貪食された細胞数の

平均を phagocytosis indexとして算出した。 

 

3.4. 生細胞、アポトーシス細胞の検出  

 TUNEL染色、JC-1アッセイ、Annexin V染色はそれぞれ ApopTag Fluorescein Direct 

In Situ Apoptosis Detection Kits (Merck Millipore)、 MitoPT JC-1 Assay Kit (ImmunoChemistry 

Technologies)、FITC-Annexin V (BioLegend)を用いて行った。電子顕微鏡観察は BMDMを

Cell Desk (Sumitomo Bakelite, Japan) polystyrene cover slips上で培養し、貪食反応をさせた後、 

2% formaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium-phosphate buffer (pH 7.4) によって

固定し、同様のバッファーにより 3回ウォッシュした。以下の操作は委託して行ってもら

った。細胞を 0.1 M sodium-phosphate buffer (pH 7.4) containing 1% osmium tetroxide and 1% 

potassium ferrocyanideによって 1時間後固定し、一連の濃度のエタノールにより脱水し、

Epon812 (TAAB, UK) に固定。その後、80 nmで超薄切切片を作製し、saturated solution of 

uranyl acetateと lead citrateにより染色、JEM-1011 transmission electron microscope (JEOL, 

Japan) を用いて観察した。 
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3.5. マイクロアレイと qPCR解析 

BMDMを CpG (0.063 μg/ml)、IFN-γ (100 U/ml) + IL-10R (1.25 μg/ml)、もしくはこれら 3

すべてによって、37°Cで 20 時間刺激し、RNA全量を RNeasy Plus Mini Kits (QIAGEN)を

用いて抽出した。SurePrint G3 Mouse Gene Expression 8 × 60 K Microarrays (Agilent) を用い

たマイクロアレイ解析は、MBL, Japan に委託して行った。qPCR解析では、RNAを

ReverTra Ace qPCR master mix (TOYOBO, Japan)によって、逆転写し、cDNA産物を

Universal SYBR Select master mix (Thermofisher)と LightCycler 96 (Roche)によって増幅、定

量した。データは delta Ct methodにより解析し、-actin RNAの発現をもとに補正した。

マイクロアレイのオリジナルデータは GEO databaseに公開済み(accession number 

GSE90881)。real-time PCRで用いたプライマーは以下の通り:-actin-Fw, 5'-

CTTTGCAGCTCCTTCGTTG-3'、-actin-Rv, 5'-CGATGGAGGGGAATACAGC-3'; ICAM-1-

Fw,5'-GTCCGCTGTGCTTTGAGAAC-3'、ICAM-1-Rv,5'-TGAGGTCCTTGCCTACTTGC-3'; 

VCAM-1-Fw, 5'-GAAATGCCACCCTCACCTTA-3'、VCAM-1-Rv, 5'-

CGGGGGAGATGTCAACAATA-3'; LFA-1-Fw, 5'-CAGAACAAGAACCCCGATGT-3'、 

LFA-1-Rv, 5'-CCTGGCACCAGACTCTTCTT-3'; VLA-4-Fw, 5'-

AATGCCTCAGTGGTCAATCC-3'、VLA-4-Rv, 5'- TCTCCTCCAGGCATGTCTTC-3'。 

 

3.6. In Vivo貪食アッセイ 

DH5 (Toyobo, Japan)大腸菌を 37℃、100 mlの LB培地で対数増殖期(OD600 = 0.8–1.0)まで

増殖させた。4000 × g 10分間遠心することで大腸菌を回収し、50 ml の 70% ethanolに 30

分間作用させることで不活化 させた。その混合物を遠心し、PBSでウォッシュし、再懸

濁した後、30分間 UV照射を行った。その後、200 μg の大腸菌を 8–10 週齢マウスの腹腔
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に投与し、その 2日後、4 × 107 の CMFDAでラベルした生細胞をマウスの腹腔内に、10 

μg の阻害抗体もしくはそれに対応する isotype control抗体を投与した。投与 2.5 時間後、

腹腔内の細胞を回収し、ガラスボトムスライドで 1時間培養することで、マクロファージ

をディッシュに接着させた。接着したマクロファージを固定し、抗 CD11b抗体および抗

Gr-1抗体によって染色し、共焦点顕微鏡により観察した。50 (10 細胞/1視野 × 5 視野)の

CD11b+/Gr-1− 腹腔マクロファージあたり貪食された細胞数 を数え、100貪食細胞当たり貪

食された細胞数の平均を phagocytosis indexとして算出した。マウス生体内で血球貪食と汎

血球減少を誘導するため、0、2、4、6、8日目にマウス腹腔内に PBSもしくは 20 mgの大

腸菌死菌を投与した。7日目に末梢血をマウスの頬から回収し、FACSCanto II (BD 

Biosciences)を用いて血球計数を行った。T細胞と B細胞の血球数は、赤血球を溶血させた

のちに、抗 CD3抗体、もしくは抗 B220抗体で染色することで算出した。10日目に、マウ

スを安楽死させ、脾臓を摘出し、抗 CD68抗体を用いた免疫組織染色を行い、共焦点顕微

鏡により観察した。 
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4. 結果 

4.1. 炎症性刺激の組み合わせによって生細胞貪食が誘導される 

 血球貪食の細胞培養系モデルを樹立するために、骨髄由来マクロファージ(Bone Marrow 

Derived Macrophage;BMDM)を CMFDA でラベルした生きた胸腺細胞と、2.5 時間共培養し、

胸腺細胞を貪食したマクロファージをフローサイトメトリーにより定量した。無刺激の状

態でマクロファージは、胸腺細胞を全く貪食しなかったが、CpG DNAによりマクロファ

ージを 20時間刺激することで、4.8%のマクロファージが胸腺細胞を貪食するようになっ

た(Fig. 1a)。そこで、IFN-γや抗 IL-10受容体抗体(IL-10R)といった、他の炎症性刺激によっ

てマクロファージを刺激したが、貪食は誘導されなかった。しかし、これら 3つの刺激

(CpG, IFN-γ,IL-10R;Triple刺激)を加えると、マクロファージが強く胸腺細胞を貪食するよ

うになった。また、この貪食は、タンパク質合成阻害剤であるシクロヘキサミドによって

完全に阻害されたことから、Triple刺激によって誘導されたタンパクが関与していること

が示唆された(Fig. 1b)。 

胸腺細胞と BMDMを 2.5時間共培養している間に、約 10%の胸腺細胞がアポトーシス

を起こしていることがわかった(Fig. S1a)。そこで、マクロファージが生きた細胞を貪食

していることを示すために、アポトーシス細胞の貪食を阻害するMFG-E8 D89E変異タン

パク(Hanayama et al., 2002)の存在下で共培養実験を行うと、胸腺細胞の貪食は阻害され

なかった(Fig. 1b)。実際に、死んだ細胞の核を染める TUNEL染色により、胸腺細胞が生

きたまま貪食されていることを確認した(Fig. 1c)。また、生細胞ではミトコンドリア膜電

位が維持されていることも確認した(Fig. S1b)。さらに電子顕微鏡によって貪食された細
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胞を観察すると、生きた細胞は細胞膜を完全な状態で保持しているのに対して、アポトー

シス細胞では消化され核だけが残っているのが観察された(Fig. 1d)。 

  

4.2. 生きた細胞とアポトーシス細胞では貪食後の応答が異なる 

 生きた細胞がどのようにして、マクロファージ内に留まっているのかを検討するために、

ファゴソームとリソソーム(Phagosome-Lysosome;P-L)融合によって起こる酸性化に反応し

て赤いシグナルを示す pH-rodoによって胸腺細胞を染色し、酸性化を可視化した(Miksa et 

al., 2009)。また、GFPでラベルされた BMDMを用いることで貪食された胸腺細胞が、黒

いスポットとして観察されるようにした。こうすることで、実際に胸腺細胞が、活性化し

たマクロファージに取り込まれている様子を観察することができた(Fig. 2a)。このとき、

pH-rodoのシグナルを生きた細胞と、アポトーシス細胞とで比較すると、生きた細胞では

pH-rodoのシグナルが非常に弱いことがわかった(Fig. 2b)。それと相関するように、リソ

ソームマーカーである LAMP1は、取り込まれた生きた細胞の周りには局在せず、アポト

ーシス細胞の周りにのみ局在することがわかった(Fig. 2c)。これらの結果より、生きた細

胞の貪食では、P-L融合が起こらないことが示唆された。 

 これまで、P-L融合には細胞質のカルシウムイオンが重要であることが報告されている

(Jaconi et al., 1990)。そこで、P-L融合の阻害メカニズムを解明するために、細胞膜透過

型のカルシウムキレート剤である、BAPTA-AMで BMDMを処理した後の貪食を観察した。

すると、BAPTA-AMで処理することで、アポトーシス細胞の貪食において、pH-rodoのシ

グナルが弱くなったが、一方で、生細胞の貪食には影響がなかった(Fig. 2d,e)。このこと

より、efferocytosisとは異なり、生細胞の貪食では、カルシウムシグナルが誘導されず、

貪食後の応答も異なるのではないかと考えた。マクロファージはアポトーシス細胞を貪食
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することで抗炎症性サイトカインである IL-10を放出して、抗炎症応答を示すことが知ら

れている(Voll et al., 1997)。実際に、私たちのモデルにおいても、マクロファージにアポ

トーシス細胞を貪食させることで IL-10が放出されることを確認した。しかし、生きた細

胞の貪食ではそのような応答は見られず、私のモデルでは、マクロファージは抗炎症応答

を示さないことが示唆された(Fig. 2f)。 

  

4.3. CpG, IFN-γ、IL-10Rの 3つの刺激によって誘導ささた ICAM1が、生きた T細胞の貪食

に関与している 

 生細胞の貪食分子を同定するために、Triple刺激によって誘導される遺伝子を DNAマ

イクロアレイによって調べた。DNAマイクロアレイのデータより、IFN-γ+IL-10R刺激に

比べて、Triple刺激によって 2391遺伝子が 2倍以上発現亢進していることがわかった。ま

た、血球貪食を誘導しない CpG刺激によっては 2032遺伝子が発現亢進していることがわ

かり、これら 3種類の刺激(IFN-γ+IL-10R刺激、CpG刺激、Triple刺激)によって誘導され

る遺伝子を比較することで、553遺伝子が Triple刺激特異的に誘導されることがわかった

(Fig. 3a)。この中で細胞表面分子である、PECAM1、ICAM1、VCAM1、VLA5を候補分子

とし、それぞれの阻害抗体を用いて阻害実験を行った(Fig. S2a)。すると、ICAM1抗体の

みが、胸腺細胞の貪食を阻害し、ICAM1抗体によって、胸腺細胞を貪食したマクロファ

ージの割合が、25.6%から 8.9%に減少した(Fig. 3b)。ICAM1は、免疫グロブリンスーパー

ファミリーに属する分子であり、T細胞の活性化や、白血球の遊走に関与していることが

報告されている(Vestweber, 2015)。ICAM1の発現は、CpGもしくは IFN-γ+IL-10R刺激に

よっても弱く発現誘導されるが、Triple刺激ではさらに 2.5倍程度発現が強く誘導される
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ことがわかり、Triple刺激による強い ICAM1の発現が胸腺細胞の貪食に重要であること

が示唆された(Fig. 3c)。 

 ICAM1抗体による阻害効果を、顕微鏡観察によっても確認した。ここでは、GFPでラ

ベルされた BMDMを用いることで、取り込まれた細胞が黒いスポットとして観察される

ようにし、100マクロファージあたりどれだけの細胞が取り込まれたのかを Phagocytosis 

Indexとして算出した。すると、フローサイトメトリーのデータと相関するように、

ICAM1抗体存在下では、Phagocytosis Indexが 18.6から 3.2に減少し、ICAM1抗体によっ

て、胸腺細胞の貪食が阻害されていることがわかった(Fig. 3d,e)。 

 どの細胞種が ICAM1を介して、貪食されているのかを同定するために、よりヘテロな

細胞集団である脾臓細胞を被貪食細胞として用い、どの細胞が貪食されたかを、細胞特異

的なマーカーで免疫染色することで同定し、それぞれの Phagocytosis Indexを算出した。

すると、ICAM1抗体は CD4+もしくは CD8+T細胞の貪食を阻害し、B220+B細胞の貪食は

阻害しなかった(Fig. 3f)。また、ICAM1抗体は、Tリンパ球系細胞株である EL-4の貪食

は阻害したが、骨髄系細胞株である NSOの貪食は阻害しなかった(Fig. S2b)。以上のこと

から、Triple刺激によってマクロファージ上に誘導された ICAM1が、生きた T細胞の貪

食に関与していることが示唆された。 

 

4.4. NIH3T3線維芽細胞株を用いた生細胞貪食の再構築 

 efferocytosisにおいて small GTPaseである Rac1が、取り込みに重要であるという報告が

ある(Nakaya et al., 2008)ため、私は、この Rac1が生細胞の貪食にも関与しているのでは

ないかと考えた。実際に、Triple刺激によって誘導された、胸腺細胞の貪食は、Rac1阻害

剤によって濃度依存的に阻害された(Fig. 4a)。そこで、ICAM1と Rac1の生細胞貪食にお



 

19 

 

ける役割を詳細に検討するために、通常では生きた細胞を貪食しない NIH3T3線維芽細胞

株を用いて、生細胞貪食の再構築を行った。ICAM1 と Rac1 を過剰発現することによって、

NIH3T3 細胞が胸腺細胞を貪食するようになり、黒いスポットとして観察された(Fig. 4b)。

Phagocytosis Indexを算出すると、ICAM1と Rac1の過剰発現によって、1.1から 20.1に上

昇していた(Fig. 4c)。このことから、ICAM1と Rac1が生きた T細胞の貪食において重要

な役割を果たしていることがわかった。 

 ICAM1は LFA1と結合することが知られているため(Marlin and Springer, 1987)、LFA1

が貪食リガンドとして働いていることが考えられる。実際に、NIH3T3過剰発現細胞株に

よる貪食は、ICAM1抗体のみならず、LFA1抗体によっても阻害された(Fig. 4d)。ICAM1

はその細胞質領域を介して、シグナル伝達をすることが報告されている(Holland and 

Owens, 1997)。そこで、私はこのシグナル伝達が貪食のために必要であるのかどうかにつ

いて検討するために、細胞質領域を欠損させた ICAM1変異タンパクを NIH3T3細胞に発

現させた。すると、この欠損変異を加えた ICAM1を発現させた NIH3T3細胞は通常の

ICAM1を発現させた NIH3T3細胞と同程度、胸腺細胞を貪食した(Fig. S2c)。このことか

ら、ICAM1自体は、貪食のためのシグナル伝達を行っていないことが示唆された。 

 

4.5. ICAM1と VCAM1が生きた B細胞の貪食に関与している 

 B細胞の貪食促進分子を同定するために、脾臓細胞を被貪食細胞として用い、貪食され

た B220 陽性細胞を数えることで、Phagocytosis Index を算出した(Fig. 5a)。この実験では、

候補分子に対する阻害抗体を検討した。どの阻害抗体も単独で加えても阻害効果が見られ

なかったが、ICAM1抗体と VCAM1抗体の両抗体を加えることで B細胞の貪食が阻害さ
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れた(Fig. 5b)。そこで、VCAM1の発現を確認すると、VCAM1は、CpG刺激によっては

亢進せず、Triple刺激によってのみ発現が強く亢進することを確認した(Fig. 5c)。 

 T細胞と同様に NIH3T3細胞を用いた再構築を行った。ICAM1と VCAM1を NIH3T3細

胞に過剰発現させると、B細胞 Phagocytosis Indexが 3.8から 12.0に増加する一方で、

ICAM1と VCAM1を単独で過剰発現させても、強い貪食促進効果は見られなかった(Fig. 

5d)。ICAM1と VCAM1はそれぞれ LFA1と VLA4に結合することが知られているので

(Marlin and Springer, 1987; Elices et al., 1990)、NIH3T3過剰発現細胞株による貪食は、

ICAM1抗体と VCAM1 抗体、もしくは LFA1抗体と VLA4抗体によって強く阻害された

(Fig. 5e)。しかし、このどの阻害抗体も単体では強い阻害効果を示さなかったことから、

ICAM1と VCAM1は、B細胞貪食において協調的に、かつ相補的に機能していると考えら

れる。  

 

4.6. ミエロイド細胞の貪食には VCAM1とインテグリンV3が関与している 

 次に、私は、リンパ球以外の細胞の貪食にも ICAM1と VCAM1が関与しているのかを

検討した。このために、骨髄から細胞を抽出し、その骨髄細胞から、T細胞と B細胞をソ

ーティングによって除去し、残った細胞をミエロイド細胞として実験に用いた。ソーティ

ングによって得られたミエロイド細胞は、AnnexinV陰性で生きたまま抽出できたことを

確認した(Fig. S3a and b)。T細胞と B細胞同様に、Triple刺激によって活性化された

BMDMはミエロイド細胞を効率よく貪食するようになり、貪食された細胞は、TUNEL陰

性で、細胞膜を完全な状態で維持していることを確認した(Fig. 6a, Fig. S3c,d)。ミエロイ

ド細胞の貪食促進分子を同定するために様々な阻害抗体を用いたスクリーニングを行った。
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すると、VCAM1抗体とインテグリンV3抗体がミエロイド細胞の貪食を阻害した。一方

で、ICAM1抗体や PECAM1抗体は阻害効果が見られなかった(Fig. 6b)。 

そこで、NIH3T3細胞に VCAM1とインテグリンV3を過剰発現させることでミエロイ

ド細胞貪食の再構築を行った。インテグリンV3の過剰発現によって、NIH3T3細胞がミ

エロイド細胞を効率よく貪食するようになったが、VCAM1の過剰発現によっては貪食が

亢進しなかった(Fig. S3e)。これは、NIH3T3細胞が、すでに VCAM1を十分量発現してい

るためだと考えられる。しかし、NIH3T3細胞のインテグリンV3過剰発現細胞によるミ

エロイド細胞の貪食は、インテグリンV3抗体のみならず、VCAM1抗体、VLA4抗体に

よっても阻害され、他の阻害抗体では阻害されなかったため(Fig. 6c and S3f)、実際に

VCAM1がミエロイド細胞の貪食に関与していることが示唆された。 

VCAM1の貪食促進効果を確認するために、NIH3T3細胞に比べて VCAM1の発現が低

い、BMDMに VCAM1を過剰発現することとした。BMDMに VCAM1を発現させること

で、無刺激の状態でミエロイド細胞の貪食が弱く誘導された(Fig. 6d)。一方で、Triple刺

激を加えると、VCAM1発現による貪食亢進がより顕著となった。また、その亢進した貪

食は VCAM1抗体によって阻害された。 

さらに、VCAM1抗体、VLA4抗体によって、ミエロイド細胞だけでなく、ミエローマ

細胞株である NSO細胞の貪食も阻害された(Fig. S3g,h)。 

 以上の結果より、生きたミエロイド細胞の貪食には VCAM1とインテグリンV3が関与

していることが示唆された。 

  

4.7.他の貪食細胞による生細胞貪食と生細胞貪食 In Vivoモデル 
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 次に、BMDM以外の貪食細胞においても、ICAM1や VCAM1が生細胞貪食に関与して

いるのかを検討した。腹腔マクロファージ(Peritoneal Macrophage;p-mac)と骨髄由来樹状細

胞(Bone Marrow Derived Dendritic Cell;BMDC)を、Triple刺激によって活性化させたのち、

胸腺細胞、脾臓細胞、ミエロイド細胞と共培養すると、BMDMと同様に生細胞の貪食が

誘導された(Fig. 7a)。さらに、T細胞の貪食は ICAM1抗体によって、B細胞の貪食は

ICAM1抗体と VCAM1抗体によって、ミエロイド細胞の貪食は VCAM1抗体によってそ

れぞれ細胞特異的に阻害された。このことから、生細胞貪食は細胞特異的な受容体によっ

て引き起こされていることが確認できた。 

 そこで、貪食受容体はどのようにして決定されているのかを検討するため、被貪食細胞

における、Lfa1と Vla4の発現を定量した(Fig. 7b)。すると、Lfa1はミエロイド細胞で

発現が最も低く、T細胞で約 5倍、B細胞で約 2倍発現が高いことがわかった。同様に、 

Vla4は、T細胞と B細胞でミエロイド細胞に比べて約 2倍発現が高いことがわかった。

このことから、生細胞貪食のための受容体は、被貪食細胞の LFA1発現に相関しているこ

とがわかり、LFA1の発現が高い細胞に対しては ICAM1を受容体として使用し、その発現

が減少するにつれて、VCAM1を受容体として使用するようになるということが示唆され

た。 

 最後に ICAM1と VCAM1の生細胞貪食への関与を、マウス生体内で検討した。ここで

は、マウスの腹腔内に大腸菌の死菌を投与後 2日後に、腹腔マクロファージが活性化し、

CD11b陽性、Gr1陰性のマクロファージ細胞群において、ICAM1と VCAM1の発現が亢進

していることを確認した(Fig. S4a,b)。続いて、生細胞を腹腔に投与すると、活性化した

マクロファージによって生細胞が効率よく貪食された(Fig. 7c)。しかし、生細胞と同時に、

ICAM1抗体、ICAM1抗体と VCAM1抗体、VCAM1抗体をそれぞれ投与すると、T細胞、
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B細胞、ミエロイド細胞の貪食が細胞特異的に阻害された。この結果は、細胞培養系モデ

ルから得られた結果と相関しており、ICAM1と VCAM1が生細胞貪食に関与しているこ

とを示している。 

 さらに、ICAM1の In vivoにおける生細胞貪食への関与を詳細に検討するために、Icam1 

KOマウスを作製した。WTマウスに大腸菌の死菌を繰り返し投与することで、汎血球減

少が誘発されたが(Fig. S4c)、Icam1KOマウスではその血球減少がリンパ球特異的に緩和

されていた(Fig. 7d)。それと相関するように、WTマウスの脾臓で多く観察された血球貪

食像が Icam1KO マウスでは、顕著に減少していた(Fig. 7e)。ICAM1 のみの阻害で T 細胞、

B細胞の両細胞の貪食が阻害されたことは、細胞培養系モデルで得られた結果とは異なる

が、生体内では、ICAM1が、生細胞貪食においてより主要な役割を果たしているのだろ

うと推測した。以上の結果より、ICAM1が生体内において、リンパ球の血球貪食に重要

な役割を果たしていることが示唆された。 
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5. Discussion 

 本研究を通して、私は複数の炎症性刺激の組み合わせによって ICAM1と VCAM1がマ

クロファージ上に誘導され、これらの分子が生細胞の貪食に重要であることを示した(Fig. 

8)。ICAM1や VCAM1は LFA1や VLA4のリガンドとして同定され、特に免疫反応におい

て細胞遊走や接着、リンパ球の活性化などにおける機能はこれまで多く報告されてきた。

私のデータは、ICAM1 と VCAM1 の生細胞貪食受容体として役割を明らかにした。特に、

NIH3T3細胞を用いた再構築の実験において、ICAM1の細胞質領域は貪食の上で不要であ

ることが示唆されたことから、ICAM1や VCAM1は貪食の前に、ターゲットとなる細胞

を繋ぎ止めるという機能を有していることが考えられる。私の研究室では、以前

efferocytosisにおいて、アポトーシス細胞は繋ぎ止められた後に取り込まれるという 2ス

テップモデルを提唱している(Hanayama et al., 2004; Toda et al., 2012)。このモデルでは、

Tim4やMFG-E8が PSを認識し結合する。しかし、Tim4は ICAM1と同様に、PSと結合

するのみで、貪食のためのシグナル伝達は行っていない。一方で、MFG-E8は PSと結合

すると同時にインテグリンV3にも結合し、Rac1を活性化するためのシグナル伝達を行

う。このモデルを ICAM1と VCAM1にも適応するのであれば、ICAM1と VCAM1は細胞

を繋ぎ止める役割をしており、ほかの分子が最終的な取り込みのためのシグナル伝達を行

っているということが考えられる。インテグリンV3がミエロイド細胞貪食に関与してい

るということが、このモデルを裏付ける一つの例だと考える。しかし、インテグリンV3

を阻害しても T細胞と B細胞の貪食には影響がなかったことから、これらの細胞につい

てはほかの分子が関与していることが考えられる。もう一つの可能性として、慢性炎症下

では Rac1が常に活性化しているという報告(Windheim and Hansen, 2014; Frausto-Del-
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Rio et al., 2012)があるため、このような条件下では ICAM1や VCAM1による細胞の繋ぎ

止めが貪食の十分条件を満たしているということも考えられる。 

 血球貪食症候群において、赤血球や血小板の貪食は病気の重症度や進行度という意味で

非常に重要である。私の樹立したモデルでも、赤血球や血小板の貪食は観察されたが、貪

食分子を同定するに至らなかった。赤血球や血小板はその活性化もしくは老化によって

PSが露出するということが報告されているが(Nagata et al., 2016)、私のモデルにおいて

は、PS非依存的に貪食されていることを確認している。今後、このモデルを用いて、さ

らに解析することで、赤血球や血小板の貪食分子を同定することも可能だろうと考える。 

 これまで efferocytosisの生理的機能については、組織の恒常性維持、自己免疫疾患や慢

性炎症の予防というように、明らかになっているが、生細胞貪食の生理的機能というのは

ほとんど明らかになっていない。生細胞貪食の生理的機能として考えられるのが、免疫細

胞を除去することで、過剰な炎症を終息させることである。免疫細胞の貪食ではないが、

PSを露出した赤血球を樹状細胞が貪食することで、IL-10を放出し、炎症を終息させると

いう報告もあり、血球貪食が炎症の終息に関与しているということは十分に考えられる。 

 これまで、血球貪食の研究は主にマウスモデルやヒトサンプルを用いて行われてきたが、

これらは分子メカニズムの全容を明らかにする場合などには不向きである。本論文で示し

た、血球貪食の細胞培養系モデルは、今後血球貪食のより詳細な分子メカニズムの解明や、

血球貪食をターゲットとした、治療法の確立につながることが期待される。 
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