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緒緒  言言  
 
マクロファージ（Mφ）は活性化の違いにより炎症惹起性に機能する古典活性化Mφ（M1 Mφ）と抗炎症性・組織修

復性に機能するオルタナティブ活性化Mφ（M2 Mφ）の2種類に大別される。また、Mφの起源は、卵黄嚢由来（Yolk-
sac）・組織在住（Resident）Mφと骨髄（Bone marrow）・単球（Monocyte）由来Mφの2種類に大別される。現在、 
Mφを区別するマーカー分子は存在するが、起源の異なるMφを正確に区別するためのマーカー分子が見つかっておら

ず、結果として、体内分布や機能的住み分け、各疾患に対する役割の詳細は分かっていない。また、前述の理論は卵黄

嚢由来・組織在住Mφが提唱される以前の分類であり、卵黄嚢由来・組織在住Mφへの適応の可否についての結論は出

ていない。近年、M2 Mφを組織幹細胞と共に動員する薬剤のハイドロゲル局所徐放化技術を用いて組織幹細胞の再生・

組織構築能を向上させるバイオマテリアル開発が行われているが、具体的に上記2種類のどちらのM2 Mφを動員すべ

きか明らかになっていない。CD163 は M2 Mφの代表的な細胞表面マーカーとして知られていると共に CD163 陽性

Mφは強い組織修復能を有することが知られている。さらに、CD163 陽性 Mφは臓器に常在していることから、病態

形成に初期から関与していると考えられる。一方で、腫瘍内や炎症臓器に増加するMφは単球由来であることが報告さ

れていることから、CD163 が卵黄嚢由来・組織在住Mφのマーカーになりうる可能性や組織再生バイオマテリアル開

発において動員すべきM2 MφはCD163陽性Mφである可能性が考えられた。そこで、本研究ではMφのCD163に

着目したマウスにおける卵黄嚢・組織在住 Mφ の分布と単球由来 Mφ との機能差異を解析し、マウスとヒトにおける

CD163陽性Mφの優れた組織修復能を in vivo及び in vitroで詳細に明らかにすることで、その促進的制御による再生

医療への応用のための基礎的知見を得ることを目的とした。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．CCDD116633ははママウウススににおおいいてて組組織織在在住住ママククロロフファァーージジののママーーカカーーととななりりううるる。。  

CD163 は単球・Mφ に発現するヘモグロビンスカベンジャー受容体でヘモグロビン‐ハプトグロビン複合体の処理

を行なっているとされる［1］。ヒトの Mφ における CD163 発現は、他の Mφ 表面分子と異なり、抗炎症性サイト   

カイン刺激で上昇し、炎症性サイトカインでは低下するという比較的明確な発現誘導パターンを示すため、上述のMφ
活性化機構において、CD163 は M2 Mφマーカーとして認知され頻用されている。また、一般的に病態発症後に組織

において短期間で増加する Mφの由来としては末梢血単球が浸潤し Mφへ分化した骨髄・単球由来 Mφであると知ら

れている。ゆえに、腫瘍組織においても多くの腫瘍内浸潤Mφの存在が認められている。一方で、図1aに示す免疫組

織染色の結果にて示すように、腫瘍内に浸潤するCD163 陽性Mφに着目すると、ヒト腫瘍組織においてはCD163 陽

性Mφが腫瘍中心部まで浸潤していたのに対して、マウスの腫瘍組織ではCD163陽性Mφは腫瘍辺縁〜境界部皮下組

織に偏在し、中心部にはほとんど認められなかった（図1a）。ゆえに、ヒトの骨髄・単球由来MφはCD163を発現す

るのに対してマウスの骨髄・単球由来MφはCD163を発現していないと仮説を立て検証を行った。まず、マウスを用

いて骨髄由来 Mφ および、組織在住 Mφ として知られる腹腔 Mφ を調整し、CD163 の発現をウエスタンブロット、

qPCR、免疫細胞染色にて解析を行ったところ、いずれの解析においても骨髄由来MφにはCD163 の発現は認められ
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なかった（図1b）。一方で、これまでの報告にあるようにヒト単球由来MφではCD163の発現が認められた（図1c）。
また、マウスに自然発生した多重がん組織（Hepatoma と Histiocytic sarcoma）を用いて免疫染色を行ったところ、

肝細胞に由来するがんである Hepatoma の組織では CD163 陽性 Mφ は認められず、肝在住の Mφ であるクッパー  

細胞に由来するがんであるHistiocytic sarcoma の組織ではCD163 陽性Mφが認められた（図 1d）。さらに、生体内

のMφを高効率に除去できるクロドロン酸リポソームを用いて、臓器（肝臓）中の組織在住のMφを一時的に除去し、

骨髄・単球から供給されることで、臓器で回復するMφにおけるCD163発現を解析したところ、それらMφではCD163
陰性であった（図1e）。加えて、マウス胎仔組織を用いて、卵黄嚢に存在するMφにおけるCD163 発現を解析したと

ころCD163陽性であったことから（図1f）、マウスにおいてはCD163が卵黄嚢由来・組織在住Mφのマーカーになり

うることが示唆された。 
 

 
図1．マウスにおける組織在住マクロファージマーカーとしてのCD163の解析 

a） ヒト腫瘍組織（卵巣癌）およびマウス腫瘍組織（骨肉腫）における汎Mφマーカー（CD68、F4/80）とCD163
の発現（スケールバー：100μm）。 

b） 骨髄由来Mφならびに腹腔MφにおけるCD163の発現 （Mann-Whitney U test）（スケールバー：20μm）。 
c） ヒト単球由来MφにおけるCD163の発現（スケールバー：50μm）。 
d） マウス自然発生多重がん組織における汎Mφマーカー（F4/80）とCD163の発現（スケールバー：50μm）。 
e） クロドロン酸処置後のマウス肝臓における汎 Mφ マーカー（F4/80）と CD163 の発現（スケールバー：    

50μm）。 
f） マウス卵黄嚢における汎Mφマーカー（F4/80）とCD163の発現（スケールバー：50μm）。 

 
22．．フフィィブブリリンンビビーーズズははママククロロフファァーージジをを抗抗炎炎症症性性ののフフェェノノタタイイププにに誘誘導導すするる。。  
これまでに我々はフィブリンゲルがMφの活性化状態を抗炎症性にシフトさせることを明らかにした［2］。また、

我々は様々な粒子径の粒子を Mφに添加すると、Mφの特性である貪食能が発揮され効率的に粒子を取り込むと共に、

特定の粒子径の粒子のみがMφの活性化に影響を与えることを明らかしている。ゆえに、我々は粒子化したフィブリン

であるフィブリンビーズは効率的に Mφ に取り込まれることで Mφ を抗炎症性のフェノタイプに誘導し、再生医療材

料に応用できる生物分解性の医療材料を実現できるのではないかと着想した。そこで、まずフィブリンビーズのMφの

活性化に対する作用を検討した。ヒト末梢血単球由来Mφにフィブリンビーズを添加し、培養液中に分泌される抗炎症

性サイトカインである IL-10 を ELISA にて検出したところフィブリンビーズの添加により IL-10 の分泌が増加した
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（図2a）。また、Cell-ELISA にてCD163の発現に対する作用を評価したところ、フィブリンビーズによりCD163の

発現増加も認められた（図 2b）。さらに、qPCR を用いた解析においてもフィブリンビーズ刺激により抗炎症性    

マーカー（CD163、CD206）の増加が認められた（図2c）。そこで、次にLPSにて炎症を惹起させた条件下における

フィブリンビーズによる炎症抑制作用を培養液中の TNF-αの分泌量を ELISA にて測定することで評価したところ、

フィブリンビーズ添加群では、LPS刺激により増加したTNF-αの分泌が低下した（図2d）。さらに、これらヒト単球

由来 Mφ で認められたフィブリンビーズによる抗炎症作用はマウス腹腔 Mφ を用いた検討においても同様に認められ

た（図2e、f）。ゆえに、フィブリンビーズはMφを抗炎症性のフェノタイプに誘導することが明らかとなった。 
 

 
図2．マクロファージにおけるフィブリンビーズの抗炎症作用 

a） ヒト末梢血単球由来Mφにおける IL-10分泌（Mann-Whitney U test）。 
b） ヒト末梢血単球由来MφにおけるCD163の発現（Mann-Whitney U test）（スケールバー：100μm）。 
c） ヒト末梢血単球由来MφにおけるCD163、CD206の遺伝子発現（Mann-Whitney U test）。 
d） ヒト末梢血単球由来MφにおけるTNF-αの分泌（Mann-Whitney U test）。 
e） マウス腹腔Mφにおける IL-10の分泌（Mann-Whitney U test）。 
f） マウス腹腔MφにおけるTNF-αの分泌（Mann-Whitney U test）。 

 
33．．フフィィブブリリンンビビーーズズ含含有有ハハイイドドロロゲゲルルややkkaakkkkaalliiddee含含有有ハハイイドドロロゲゲルルははママククロロフファァーージジををハハイイドドロロゲゲルル内内にに呼呼びび込込みみ

抗抗炎炎症症性性ののフフェェノノタタイイププにに変変化化ささせせるる。。  
上記の通り、我々はフィブリンゲルがMφの活性化状態を抗炎症性にシフトさせることを明らかにし、また、これま

でに天然化合物である kakkalide も抗炎症性の Mφ に誘導することを明らかにしている。そこで、フィブリンビーズ

およびkakkalideを含有するハイドロゲルのバイオマテリアルとしての有効性をさらに証明するために、現在、主要な

バイオマテリアルであるゼラチンハイドロゲルを用いて、フィブリンビーズならびにkakkalideを含有するゼラチンハ

イドロゲルを作製し、それらハイドロゲルのMφ対する作用を評価した。作製したハイドロゲル上にヒト末梢血単球由

来Mφを播種し、24時間培養後の培地中に分泌される IL-10（抗炎症性サイトカイン）および、CCL2（マクロファー

ジ遊走因子）をELISAにて測定したところ、フィブリンビーズおよびkakkalideを含有するゼラチンハイドロゲル共

に、IL-10 の分泌は促進した（図 3a）。一方、CCL2 の分泌はフィブリンビーズを含有するハイドロゲルにて顕著に増

加したことから（図3a）、フィブリンビーズを含有するハイドロゲルはMφを呼び込む能力が高いと共に、より多くの

Mφを抗炎症性のフェノタイプに誘導する可能性が示唆された。そこで、フィブリンビーズ含有ハイドロゲルのバイオ
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マテリアルとしての有効性をさらに証明するために、マウスへの移植モデルを用いて検討を行った。免疫組織化学的解

析により、移植したフィブリンビーズ含有ハイドロゲル（Fibrin beads Hydrogel）では、ゼラチンハイドロゲル（Control 
Hydrogel）に比較してMφの浸潤が顕著に認められ（図3b、c）、M2マーカーであるCD204陽性、CD206陽性のMφ
数も有意に増加していた（図 3b、c）。また、フィブリンビーズ含有ハイドロゲルに浸潤する Mφ は免疫チェックポイ

ント分子である PD-L1 陽性でもあったことから炎症抑制（免疫抑制）的に機能していることが示唆された（図 3d）。
また、qPCRでの解析でも、フィブリンビーズ含有ハイドロゲル中の浸潤細胞の単球／マクロファージ特異的遺伝子発

現レベルが、ゼラチンハイドロゲルの発現レベルよりも高く（図 3e）、抗炎症性の M2 Mφマーカーである CD163、
CD204、CD206、Arg1、Ym1の遺伝子発現も有意に高かった（図3f）。ゆえにフィブリンビーズ含有ハイドロゲルは

in vivo でもMφの抗炎症性フェノタイプを誘導する効果を持つ有用な組織再生バイオマテリアルとなりうる可能性が

示唆された。 
 

 
図3．フィブリンビーズ含有ハイドロゲルの抗炎症作用 

a） ヒト末梢血単球由来Mφにおける IL-10およびCCL2の分泌（Kruskal-Wallis test）。 
b） マウス移植モデルにおけるハイドロゲルへのMφの浸潤（スケールバー：100μm）。 
c） マウス移植モデルにおけるハイドロゲルへ浸潤した Mφ の F4/80、CD204 および CD206 陽性細胞数

（Mann-Whitney U test）。 
d） フィブリンビーズ含有ハイドロゲルに浸潤したMφにおけるPD-L1の発現（スケールバー：20μm）。 
e） マウス移植モデルにおけるハイドロゲル浸潤細胞の Mφ 特異的遺伝子（F4/80、CD14）発現（Mann-

Whitney U test）。 
f） マウス移植モデルにおけるハイドロゲル浸潤MφのM2マーカー遺伝子（CD163、CD204、CD206、Arg1、

Ym1）の発現（Mann-Whitney U test）。 
 

考考  察察  
 
組織損傷に対する免疫応答は、組織再生スピードを決定するのに重要である。Mφは、その可塑的な活性化変化およ

び持続的なサイトカイン分泌により免疫系の調節における重要なレギュレーターと考えられている［3，4］。フィブリ

ンビーズでMφを刺激すると、図2a に示すように、Mφから抗炎症性サイトカインが分泌される。ゆえに、本研究の

仮説は、「フィブリンビーズを含有した生体材料を用いて抗炎症性 Mφを損傷部位または欠損部位に動員すると炎症を

抑制し再生を促進することができる」というものであった。フィブリンビーズ含有ハイドロゲルに浸潤した細胞数は、

ゼラチンハイドロゲルに浸潤した細胞数よりも有意に多かった（図3b、c）。フィブリンビーズ含有ハイドロゲルに浸潤

した細胞の多くは、抗炎症性（M2）Mφ マーカーである CD163、CD204、CD206 を発現している Mφ であった    

（図 3c）。CD163 陽性 Mφは、腫瘍の増殖を促進することが知られており、また可溶型との間で炎症性疾患の協力を
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抑制することが知られている［5，6］。また、フィブリンビーズ含有ハイドロゲルに浸潤し、周辺組織に存在する細胞

では、Arg1、Ym1のM2マーカー遺伝子の発現が有意に上昇していたことからフィブリンビーズ含有ハイドロゲルに

は抗炎症反応があることが強く示唆された（図 3f）。これらの結果は、フィブリンが in vivo でMφの動員や抗炎症性

分極を生来的に誘導することを示唆している．生体材料移植時に観察される免疫反応である異物反応（FBR）は、線維

化を誘発し、組織再生を遅らせることが知られている［7，8］。また、抗炎症性Mφ（M2 Mφ）への活性化制御がFBR
の抑制に有効であると報告されていることから［9］、フィブリンビーズ含有ハイドロゲルは医療材料として有用であ

ると考えられる。組織再生バイオマテリアルとしてのフィブリンビーズ含有ハイドロゲルの実用化には、さらに in vivo
創傷修復モデル実験とヒト材料のみから調製したフィブリンビーズ含有ハイドロゲルのヒトマクロファージへの生物

学的効果の評価が必要である。また、本研究にて天然化合物 kakkalide 含有ハイドロゲルも抗炎症作用を示したため、

フィブリンビーズと天然化合物を組み合わせたハイドロゲルによる検討も興味深いと考えられ、今後の検討課題である。 
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