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依 頼 稿（報告）

背　　景

　マクロファージは活性化されると、大きく二つ
の性質を持つものに分化する。これを macrophage 

polarization 呼び、一方を M1 type、他方を M2 あるい
は、classically activated macrophage および alternatively 

activated macrophage という。M1 type は、IFN-γ単独
あるいはそれと TNF-αや GM-SCF 等のサイトカイン、
LPS 等の細菌由来の刺激により誘導される。一方、
M2 type は、Th2 サイトカインである IL4, IL13 等に
より誘導される。M1type が antimicrobial/inflammatory 

response を荷なっているのに対して M2 type は、その
対局として anti-inflammatory 作用とともに組織修復に
も重要な役割を荷なっているとされている。
　Tumor associated macrophage (TAM) は M2 のフェノ
タイプを持ち、担がん状態の宿主で、特に腫瘍周辺
に集積し、腫瘍免疫応答を抑制することが知られて
いる。M2 type macrophage に関連するもう一つの細胞
群 と し て、immunosuppressive macrophage (Mis) が あ
る。肺胞マクロファージの一部あるいは mycobacterial 

infection、protozoal infection において見いだされるこ
とが古くから報告されており、これも強力な T 細胞
増殖抑制効果をもっている１）。
   Myeloid derived suppressor cell (MDSC) は、様々な病
的状態（癌、感染等）において生体内に出現し、強
力な T 細胞機能抑制を誘導する、未熟な骨髄由来細
胞の不均一な細胞集団と定義される。腫瘍組織周辺
に存在する MDSC は、TAM と同じく腫瘍特異的 T 細

胞の抑制に関与している。実際、MDSC の一部は in 

vivo で TAM に変化するとの報告もある２）。現状では、
MDSC の機能を如何にコントロールするかは免疫学
における重要な研究課題の一つとなっている３）。
　MDSC, TAM そして Mis はいずれも M2 polarization

側に位置するものと考えられており、実際これらの細
胞群の T 細胞増殖抑制の機序には幾つかの共通点が
ある。例えば、作用の発現に NO が関与していること、
多くの場合、抑制効果の発現には cell-to-cell contact が
必要な事などである 1,4,5,6） 。しかしながら、cell-to-cell 

contact に関与する分子基盤に関しては、MDSC 側お
よび T 細胞側とも未だ明らかにされていない。
　我々はラットにある種のリポソームを投与すると、
脾臓内に強力な T 細胞増殖抑制効果を持つマクロフ
ァージが誘導されること見いだした７）。その作用機序
を解析した結果、抑制効果の発現に NO が関与してい
ること、かつ cell-to-cell contact が必要であることを見
いだした。即ち、誘導される Mis は、その作用機序か
らは、既に報告されている MDSC（あるいは TAM）
細胞群との共通点を有する。この系を用いれば、T 細
胞増殖抑制効果を持つ Mis そして MDSC 細胞群に特
徴的に発現している遺伝子群および cell-to-cell contact

に関与する分子を見いだすことができると考えられ
る。

方　　法

１． ラットへの操作

　リポソームをラットに投与後、脾臓を摘出し、リポ
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ソーム貪食細胞を CD11b/c をマーカとし、磁気ビー
ズを用いて純化した。純化した脾細胞分画から RNA

を抽出し、DNA マイクロアレイ解析の為の試料とし
た。コントロールは生理食塩水を静注したラットから
採取した脾臓を用いて作成した。

２．DNA マイクロアレイによる遺伝子プロファイル

の解析

　上記のように抽出した RNA をから Low Input Quick 

Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) を 用 い cDNA

の合成と cRNA のラベルと増幅をおこなった。ラベ
ルした cRNA をマイクロアレイ (whole rat, 44,000 gene, 

Agilent　Technologies)　にアプライし、ハイブリダイ
ゼーションをおこなった。マイクロアレイの洗浄と乾
燥 後、Agilent Technologies Microarray Scanner を 用 い
てスキャンした。得られた数値化データはグローバル
ノーマライゼイションによってアレイ間の補正をおこ
なった。生理食塩水 i.v. 後とリポソーム i.v 後の結果
を比較し、前者と比較して 2.6 倍以上発現量の差がみ
とめられた場合を有意と判定した。

結果および考察

１．CD11b/c陽性細胞の純化結果

　磁気ビーズを用いた純化操作により CD11b/c + 細胞
の割合は数％から 50% 前後に高めることができたの
で、当該細胞集団の遺伝子発現プロファイルをよく反
映することができるものと判断した。
２．遺伝子プロファイルの解析結果

　遺伝子発現量をコントロールと比較した結果、2 回
の実験で２回とも Fold increase が 2.6 以上であったも
のが 168 遺伝子あった。
　その中から、数個の遺伝子についての結果を表にし
た（表１）。

　ApoE メッセージの増加は、貪食したリポソームの
構成成分である脂質を代謝する為には、必須の反応で
あると考えられる。ApoE メッセージの増強が観察さ
れたことから、回収した細胞群が、目的の細胞を十分
に含んでいたことを示しているものと考えられる。
　Mmp14 と Ccl9 はいずれの実験でも非常に強い発現
の増強を認めたが、その意義については不明である。
　CCL9 は主にマクロファージから産生され、その受
容体が CCR1 である。実験結果から、リポソーム貪食
細胞が、CCR9 を産生して、CCR1 を発現している細
胞を集積する作用を発揮する事が推測できる。

　IL-1 αは主としてマクロファージから産生されるも
のであり、リポソーム投与後の CD11b/c + 細胞群で遺
伝子発現の増強を認めていることが示されたが、IL-1
βのメッセージの増強は認めなかった。
　IL18bp もマクロファージから産生され、IL18 と結
合することにより、IL-18 の IFN-γの産生増強効果を
減弱する作用を有する。この事が、T 細胞増殖抑制に
どのように関与しているのかは、不明である。
　いずれにしても、CCL9, IL-1α , IL-18bp はいずれも
マクロファージの産生する物質であり、我々の実験系
における immuno suppressive macrophage を特徴的づけ
る遺伝子発現パターンを示しているものと思われる。
　CD276 は、B7-H3 分子と同じものであり、免疫応
答の制御に関わる分子である。その機能に関しては、
T 細胞機能を促進するという報告と抑制するという
相反する２つの報告がある８）。我々の系においては、
B7-H3 が T 細胞の増殖を抑制する事に関与している
可能性があるので、今後 B7-H3 の役割について、検
討を進めて行きたいと考えている。
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