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研究成果の概要（和文）：　成体組織に存在する組織滞在型マクロファージは、胎仔期に存在する胚体外組織で
ある卵黄嚢に由来し、造血幹細胞に依存せず末梢組織で自己複製していることが、近年の研究から明らかとされ
ている。本研究課題では、組織滞在型マクロファージの、卵黄嚢における発生学的起源を探索し、最初期の組織
滞在型マクロファージの元となるのは、造血幹細胞が出現する以前に存在し、胎仔型赤血球およびリンパ球・ミ
エロイド系譜を作り出す造血細胞であることを突き止めた。またマウス線維芽細胞からマクロファージを作る技
術の開発を試み、組織滞在型マクロファージの表現型を有する細胞の作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Tissue-resident macrophages are derived from the yolk sac tissue present 
during embryonic period. It is known that tissue-resident macrophages self-renew independently from 
hematopoietic stem cells. However, it was not precisely known which type of hematopoietic cells in 
the yolk sac give rise to macrophage lineage cells. In this study, our analysis showed that the 
earliest hematopoietic cells that generate primitive erythroid cells and lympho-myeloid lineage 
cells are the initial source of macrophage lineage cells in the yolk sac. A technology that allows 
the development of macrophages from mouse fibroblasts was also developed based on the knowledges 
obtained from the analysis of yolk sac hematopoiesis.

研究分野：幹細胞生物学　血液学　免疫学　発生学

キーワード： マクロファージ　造血発生　免疫発生　卵黄嚢　細胞分化　リプログラミング　マウス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成体に存在するマクロファージ系譜の多起源性を明らかにするとともに、リンパ球系譜や成体型の赤血球系譜、
好中球などの他のミエロイド系譜に先立ち、マクロファージ系譜が発生し、胎仔型赤血球とともに、早期にマク
ロファージ系譜が全身に播種することを示し、マクロファージ系譜の正常な個体発生への寄与が示唆された。ま
た転写因子によるリプログラミングによって、線維芽細胞からマクロファージを作製できることから、ヒトへと
応用できれば、テーラーメイドのマクロファージによるドラッグスクリーニングなど、諸々の疾患の治療法の改
善へ寄与する可能性もある。

※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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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 研究開始当初、成体の末梢組織に存在する組織滞在型マクロファージは、胎生期に存在する胚
体外の袋状の組織である卵黄嚢に由来し、造血幹細胞に依存せず、末梢組織で自己複製している
という報告が相次いでなされていた。また、胎生初期の卵黄嚢に存在する、赤血球・ミエロイド
系譜前駆細胞（以下、EMP）が、組織滞在型マクロファージの前駆細胞であるという報告も、こ
れらに次いで発表された。EMP は、顆粒球、単球・マクロファージ、および成体と同じ型のヘ
モグロビンをもち、脱核後、血流にのる成体型赤血球への分化能を有するものの、胎仔ヘモグロ
ビンを発現し、有核のまま血流へ入る胎仔型赤血球や、T、B、NK細胞などのリンパ球系譜へは
分化しない造血細胞と定義されている。 
 しかしながら我々は、研究開始当初すでに、複数種類の造血細胞が初期卵黄嚢に存在している
ことを明らかにしており（Yamane T, Front Cell Dev Biol, 2018 に概説）、実際にどの造血細
胞分画が、主に組織滞在型マクロファージへと分化するのか不明であった。 
 また研究開始当初、卵黄嚢の造血発生機構の研究で得られた知見をもとに、まだ血液系譜へ分
化決定を受けていない中胚葉細胞から、新規に造血細胞が形成される過程で、発現上昇の見られ
る転写因子遺伝子群を単離し、これらの遺伝子群をマウス線維芽細胞へ導入し、汎血球マーカー
である CD45 抗原を線維芽細胞上へ誘導できる転写因子遺伝子の組み合わせをスクリーニング
し、特定していた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究課題では、①卵黄嚢においてマクロファージ前駆細胞がいつ出現するのか精査
し、②組織滞在型マクロファージの卵黄嚢における細胞起源を明らかにすることを最初の目的
とした。また、③卵黄嚢に出現したマクロファージ前駆細胞が、実際にどのような組織滞在型マ
クロファージ系譜へ分化するのか明らかとすることも課題とした。これらの生理的発生過程を
対象とした課題とともに、さらに我々の開発したリプログラミング系を用いて、④人為的に組織
滞在型マクロファージを誘導する技術を確立することも目標とした。 
 
 
３．研究の方法 
①卵黄嚢におけるマクロファージ前駆細胞の出現時期の精査 
 単球・マクロファージ系譜に特異的に分化する前駆細胞を探索する目的で、コロニー刺激因子
１（別名：マクロファージコロニー刺激因子）受容体（CSF1R、別名：M-CSFR、FMS）に対す
る蛍光標識モノクロ抗体 AFS98 によって、卵黄嚢組織を経時的に染色した。また CSF1R プロ
モーター下に EGFP 蛍光タンパク質遺伝子を発現するトランスジェックマウス「B6.Cg-
Tg(Csf1r-EGFP)1Hume/J」をジャクソンラボラトリーから入手し、EGFP 発現によっても観察
を試みた。 
 
②組織滞在型マクロファージの卵黄嚢における細胞起源の探索 
 上記の方法で同定したマクロファージ前駆細胞が、実際にどの造血細胞から出現するのか、各
種造血細胞をセルソーターで単離し、実際に in vitro で短期間（２４時間）培養を行い、上記の
方法で同定したマクロファージ前駆細胞の表現型を有する細胞が、どの造血細胞から出現する
のか観察した。 
 
③卵黄嚢に出現したマクロファージ前駆細胞の分化能の精査 
 マクロファージの起源となる造血細胞を in vitro で分化させ、形成されたマクロファージ系
譜の表現型を、成体に存在する各種マクロファージの表現型と比較し、卵黄嚢に由来する細胞が、
実際どのような種類のマクロファージへ分化するのか精査した。 
 
④人為的組織滞在型マクロファージ誘導技術の開発 
 マウス線維芽細胞から人為的に作製された CD45 陽性細胞を、培養皿中でマクロファージ系
譜への誘導を試み、誘導された細胞の表現型を精査した。 
 
 
４．研究成果 
①卵黄嚢におけるマクロファージ前駆細胞の出現時期の精査 
 まず、ジャクソンラボラトリーから入手したCsf1r-EGFP トランスジェックマウスのEGFP発
現が、成体内におけるCSF1Rタンパク質発現と一致するのか確認を行った。成体マウスの末梢



血を調べた結果、トランスジェニックプロモーター下発現する EGFP は末梢血中の単球を適切
に標識したものの、EGFP発現は、本来CSF1R陰性である好中球、一部のB細胞においても同
時に観察され、このトランスジェックマウスを使用した解析は断念した。 
 そこで、マウス胚から得た卵黄嚢組織をコラゲネースで単一細胞とし、CSF1Rに対する蛍光
標識モノクロ抗体（AFS98）を用いて、卵黄嚢細胞の染色を行った。その結果、胎齢８日目の
卵黄嚢組織中には、CSF1R陽性のマクロファージ系譜細胞は認められなかったものの、胎齢９
日目の卵黄嚢組織には、4％程度のCSF1R陽性マクロファージ系譜が認められた。これらの
CSF1R陽性を組織学的に調べたところ、未熟造血細胞の形態を呈していた。さらにフローサイ
トメトリーによる解析から、これらの細胞がCD41、CD45両陽性、KIT弱陽性の細胞である
ことが判明し、これらの結果から、最初期のマクロファージ前駆細胞は、胎齢９日目に卵黄嚢
組織に初めて出現することを明らかとできた。 
 
②組織滞在型マクロファージの卵黄嚢における細胞起源の探索 
 初期卵黄嚢には、複数種類の造血細胞が存在する。これらの造血細胞は、発生中期に造血幹細
胞が出現する以前に、一過性の血液細胞産生を担っている。よく知られている胎仔型赤芽球のほ

か、自己複製能をもたないものの、T、B、
NKリンパ球、顆粒球、成体型赤血球、単
球・マクロファージのすべてへ分化でき
る多能性リンパ球・ミエロイド前駆細胞
や、顆粒球、成体型赤血球、単球・マクロ
ファージのミエロイド系譜のみに分化す
るミエロイド前駆細胞が、一次造血の二
次造血の中間段階の造血細胞として存在
していること、さらに胎仔型赤血球と、
上述の多能性リンパ球・ミエロイド前駆
細胞とミエロイド前駆細胞を産生する胎
仔型・成体型共通前駆細胞が存在してい
ることを、我々はこれまでの研究から明
らかにしている。 
 しかしながら、多能性リンパ球・ミエ
ロイド前駆細胞とミエロイド前駆細胞は、

胎齢９日目以降にのみ存在すること、また上述のマクロファージ前駆細胞は、すでに胎齢９日目
には観察されることから、これら２種の造血細胞では、最初期のマクロファージ前駆細胞を説明
できない。従って、我々は、胎齢８日目には既に卵黄嚢に存在している胎仔型・成体型共通前駆
細胞が、最初期のマクロファージ前駆細胞の供給源ではないかと予想した。実際に、胎齢８日目
の胎仔型・成体型共通前駆細胞を単離し、24時間、培養下においたところ、CD41、CD45両陽
性、KIT弱陽性のマクロファージ前駆細胞が形成された。このことから、胎齢８日目の胎仔型・
成体型共通前駆細胞が、マクロファージ前駆細胞の卵黄嚢における第一波を形成していること
を明らかとできた。 
 また１日後の胎齢９日目には、上述の３種すべての造血細胞が、マクロファージ前駆細胞を、
24 時間以内に形成した。このことから、胎齢９日目には、マクロファージ系譜は多起源となっ
ていることが明らかとなった。これまで、ミエロイド前駆細胞と同等と考えられるEMPが卵黄
嚢由来マクロファージを形成していると考えられてきたが、我々の解析から、最初期のマクロフ
ァージは、胎仔型・成体型共通前駆細胞に由来し、したがって胎仔型赤芽球と同起源であること
が示された（図１）。 
 
③卵黄嚢に出現したマクロファージ前駆細胞の分化能の精査 
 胎仔型・成体型共通前駆細胞から出現するマクロファージの性質を調べるため、卵黄嚢から単
離した胎仔型・成体型共通前駆細胞を、培養中でGM-CSF、M-CSF を添加し、マクロファージ
系譜へ誘導を行うと、F4/80 強陽性、MHCクラス II 陰性の、腹腔や胸腔などの体腔に存在する
組織滞在型マクロファージと相同の表現型をもつマクロファージが誘導された。一方、成体骨髄
由来の単球から形成される、F4/80 陰性、MHCクラス II 強陽性の単球由来マクロファージと相
同の細胞は誘導されなかった。10種類のマクロファージ系譜マーカーを組みあわた t-SNE解析
でも同様の結果が得られたことから、卵黄嚢の胎仔型・成体型共通前駆細胞は、少なくとも体腔
の組織滞在型マクロファージの供給源となっていることが強く示唆された。興味深いことに、胎
仔型・成体型共通前駆細胞は、骨吸収を担う破骨細胞へも分化することが確認できた。その他、
胎仔由来マクロファージ系譜には、マイクログリア、肺胞マクロファージ等知られており、他の
胎生期由来マクロファージへの寄与は、今度の検証課題となる。 
 
④人為的組織滞在型マクロファージ誘導技術の開発 
 我々は、発生過程において、造血細胞が出現する前後で発現上昇の見られる転写因子遺伝子
群を抽出し、これらをレトロウイルスベクターへ組み込み、マウス胎仔線維芽細胞へ感染させ、
汎血球マーカーである CD45 を線維芽細胞上へ誘導する転写因子遺伝子を探索し、複数の転写
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因子遺伝子を組み合わせることで、マウス線維芽細胞を CD45 陽性細胞へと変換できる遺伝子
の組み合わせ（Hematopoietic cell-Inducing Gene Set: 以下HIGS）を特定していた。 

この技術で得られた細胞を、
卵黄嚢前駆細胞と同様に培養を
行うことで、成熟マクロファー
ジが優先的に増殖してくること
を見出した。この方法で得られ
たマクロファージを解析したと
ころ、F4/80 強陽性、MHCクラ
ス II強陽性の活性型マクロファ
ージとともに、一部、体腔に存
在する組織滞在型マクロファー

ジと相同の F4/80 強陽性、MHCクラス II 陰性細胞も確認できた（図２）。 
これらの技術が、ヒトへと応用できれば、テーラーメイドのマクロファージによるドラッグス
クリーニングなど、諸々の疾患の治療法の改善へ寄与する可能性もあり、今後、さらに得られた
細胞の表現型を精査するとともに、各種の卵黄嚢由来マクロファージ系譜の作製技術の開発を
進めていく。 
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