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第１章	 背景  
 
	 細菌感染や組織傷害が起こると、様々な免疫細胞が局所に浸潤し、急性炎症を誘発する。

急性炎症により、微生物や組織傷害の原因が除かれると、速やかに組織修復が行われ、組

織の恒常性が維持される。炎症および組織修復の長期化や調節不全は、過剰な線維化や組

織の機能不全の原因となるため 1、これらの応答は厳密に制御されている。  

	 免疫細胞の一種であるマクロファージは急性炎症と組織修復の両方に寄与することが

知られており 2、組織傷害時の治療ターゲットとして注目されている。組織傷害の炎症期

では、組織常在マクロファージと炎症部位に浸潤した単球が協調して、サイトカインやケ

モカインを分泌し、炎症を惹起する。炎症初期にマクロファージを消去すると、これらの

サイトカイン産生量が減少し、炎症が大幅に軽減することが報告されている 3。一方で、

回復期になると、マクロファージは炎症を収束し、platelet derived growth factor（PDGF）

や transforming growth factor-b（TGF-b）、vascular endothelial growth factor-a（VEGF-a）な

どを産生し組織修復に寄与する。回復期にマクロファージを消去すると、組織の修復およ

び再生が遅延することが報告されている 4。このように炎症期と回復期で、マクロファー

ジの役割は全く異なるが、このマクロ

ファージの形質転換のメカニズムは明

らかになっていない。すなわち、炎症型

のマクロファージが、局所の状況に応

じて回復期にみられる組織修復型のマ

クロファージに形質を変化させるの

か、あるいは骨髄で異なる単球サブセ

ットが分化し、回復期に炎症型に代わ

ってそれらが傷害部位に浸潤するの

か、現時点では不明である（図） 5。  

	 マウス骨髄細胞を Macrophage-colony stimulating factor（M-CSF）存在下で培養すると、

骨髄由来マクロファージ（bone marrow-derived macrophage :BMDM）と呼ばれる細胞を誘

導することができる。BMDM をさらに異なるサイトカインの組み合わせによって刺激す

ると、M1 マクロファージ、M2 マクロファージと呼ばれる形質の異なる 2 つの細胞を誘

導することができる 5 -7。Lipopolysaccharide（LPS）と interferon-g（ IFN-g）の刺激により

誘導される M1 マクロファージは、炎症促進性サイトカイン（ interleukin（ IL）-6 や tumor 

necrosis factor a（TNFa）など）や活性酸素の産生により、炎症促進や抗細菌活性、抗腫

瘍活性を示す。一方で、IL-4 や IL-10 の刺激により誘導される M2 マクロファージは、抗

炎症性サイトカイン（ IL-10 や TGF-bなど）産生や組織修復に関連する遺伝子発現を示し、

炎症の抑制や組織修復に寄与する。これら 2 つのマクロファージは in vitro で誘導される
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細胞であるが、その形質は上記の炎症期、回復期のマクロファージのものと合致すること

から、マクロファージの形質転換を説明しうるモデルとして広く認められている。一方で、

この M1、M２マクロファージ分類は、生体におけるマクロファージの性質を十分に説明

できないことも分かってきた。これまでに、M1 マーカー遺伝子（ IL-6 や TNFa、nitric oxide 

synthase 2（NOS2）など）や M2 マーカー遺伝子（ IL-10 や TGF-b、Ym1 など）の発現レ

ベルをもとに、組織常在あるいは組織浸潤マクロファージ分類する多くの試みがなされ

てきた。しかし、ほぼ全てのマクロファージが M1 と M2 を混合した表現型、あるいは

M1/M2 どちらにも当てはまらない独特な表現型を示すことが分かってきた 8。近年にな

り、マクロファージは環境因子や転写因子の修飾など多段的な段階を経て分化すること

が明らかになり 8 ,9、in vivo でのマクロファージの分化や活性化が in vitro の培養系よりも

はるかに複雑であることが明らかになりつつある。このような状況のもと、生体内での免

疫抑制あるいは組織修復マクロファージを同定するためには、これらに共通して発現す

るマーカー遺伝子を明らかにする必要があるが、そのような遺伝子は未だ明らかになっ

ていない。  

	 本研究で我々は、M2マーカーの一つである Ym1分子の発現を指標とすることで、Ly6Ch i

単球に機能の異なる二つの細胞集団存在することを初めて明らかにした。さらに、炎症の

回復期において、Ym1 陽性の Ly6Ch i 単球が炎症抑制性の表現型を示し、同単球の消去に

より腸炎の回復が遅延することを明らかにした。これらの結果は、マクロファージの機能

が単球の段階から規定されていること、そして Ym1 陽性単球が炎症抑制性のマクロファ

ージの起源になりうることを示唆している。本研究の成果は、Ym1 を指標にすることで

in vivo において、免疫抑制あるいは組織修復を促進するマクロファージの出現メカニズ

ムを明らかにできる可能性を示している。	 	
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第２章	 実験方法および実験試薬  
 
Ym1-DTR マウスの作製  

	 Ym1 遺伝子を含むゲノムクローンを、BACPAC リソース CHORI から得た。ターゲティ

ングベクターを作製するために、Ym1 遺伝子の転写開始部位に対して -4.0〜+5.0 kbp の領

域を pBluescript II SK（+）ベクター（Stratagene）にサブクローニングした。次いで、BAC

組換え技術によって、エクソン 1 内の ATG 開始部位を含む 15 bp の断片を、ポリ A 尾部

を含むヒト DTR（HB-EGF）cDNA と置換した。相同組換え体の選択を可能にするために、

FRT に隣接する Neo カセットをヒト DTR 遺伝子の下流にクローニングした。チミジンキ

ナーゼ遺伝子を 5'アームの上流に挿入し、ランダムな組換え体を排除した。 Ym1-DTR マ

ウスを作製するために、B6JN/1 ES 細胞にエレクトロポレーションにより線状化したター

ゲティングベクターをトランスフェクションした。G-418 およびガンシクロビル耐性クロ

ーンを選別し、DIG DNA 標識キットおよび検出キット（Roche）を用いて、ターゲティン

グベクターの外側に位置する 284 bp DIG 標識 DNA プローブを用いたサザンブロット解

析によってスクリーニングを行なった。組み換えの起こった ES 細胞クローンを用いて用

いて、凝集法によりキメラマウスを作製した。 ES 細胞の比率が高いキメラマウスを

C57BL/6J マウスと交配させて+/Ym1D T Rマウスを作製した。 +/Ym1D T Rマウスを C57BL/6J

マウスに 4 世代以上戻し交配し、野生型（+/+）およびヘテロ接合型 Ym1-DTR（+/Ym1D T R）

の同腹仔を解析に用いた。Genotyping PCR に用いたプライマー配列は表 1 に示す。  

 

Ym1-Venus マウスの作製  

	 Ym1-Venus ターゲティングベクターを作製するために、GeneArt Seamless PLUS Cloning 

and Assembly Kit（ Invitrogen）を使用して、ヒト DTR フラグメントを Venus 遺伝子と置換

し、Ym1-DTR ターゲティングベクターを改変した。Ym1-Venus マウスを作製するために、

エレクトロポレーションにより B6J ES 細胞にターゲティングベクターをトランスフェク

ションした。CRISPR-Cas9 システムによるノックイン法を用いて、相同組換え効率を改善

した。G-418 およびガンシクロビル耐性クローンを、DIG DNA 標識キットおよび検出キ

ット（Roche）を用いて、ターゲティングベクターの外側に位置する 284 bp DIG 標識 DNA

プローブを用いたサザンブロット解析によってスクリーニングした。生殖系列キメラマ

ウスをインジェクション法によって作製した。 ES 細胞の比率が高いキメラマウスを

C57BL/6J マウスと交配させて+/Ym1Venu sマウスを作製した。+/Ym1Ven u sマウスを C57BL/6J

マウスに 4 世代以上戻し交配し、野生型（+/+）およびヘテロ接合型 Ym1-Venus（+/Ym1Ven u s）

の同腹仔を解析に用いた。Genotyping PCR に用いたプライマー配列は表 1 に示す。  

 

試薬類  
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	 実験に使用した試薬類および購入したメーカーは、それぞれの「方法」もしくは「結果」

の項目に示す。マウスに投与した LPS（E.coli,  O111:B4, Sigma）は 1x PBS（Wako）で懸

濁し、実験に使用した。分離した細胞は、ディフ・クイック（Sysmex）を用いて染色した。

染色方法はキット付属のプロトコルに従った。  

 

単球、マクロファージおよび樹状細胞の単離  

	 マウスのリンパ節細胞を調製するため、腋窩リンパ節と膝窩リンパ節を取り出し、 10 

µg/ml DNaseI（Worthington）および 10 µg/ml Collagenase II（Sigma-Aldrich）を添加した

HBSS 内で 37℃、30 分間インキュベートした。処理した組織を 70 µm のナイロンメッシ

ュ（AS ONE）に通し、FACS バッファー（1％  BSA（Sigma-Aldrich）および 2 mM EDTA

（Dojindo）を添加した PBS）で洗浄し、細胞はフローサイトメトリー解析に使用した。  

	 大腸の粘膜固有層からの細胞を調製するため、大腸全体を取り出し、PBS で数回洗浄し

て糞便を除去してからハサミで縦に切開した。大腸を 2〜3 cm の長さで切り、2％  FBS お

よび 20 mM EDTA（pH 7.2）を添加した HBSS 内で、37℃、15 分間インキュベートした。

その後、組織を PBS で洗浄して EDTA を洗い流してからピンセットで軽くこすり、残り

の上皮層を除去した。次に組織を 5 mm 片に細かく刻み、2％  FCS、0.5 mg/ml Collagenase 

I（Wako）、0.5 mg/ml DNase I（Worthington）、1％  Dispase（BD）および 10％  HEPES（Nacalai）

を添加した RPMI 1640（Wako）内で 37℃、40 分間インキュベートした。処理した断片を

70 µm Cell Strainer（BD Biosciences）に通し、FACS バッファーで洗浄した後、細胞はフ

ローサイトメトリー解析もしくはセルソーターで単球サブセットを分取した後、遺伝子

発現解析に使用した。  

	 肝臓のマクロファージを調製するため、肝臓を Liver Perfusion Medium（Gibco）を用い

て 3 ml/分の流速で 8 分間灌流した。次いで、肝臓を 0.5 mg/ml Collagenase IV（Gibco）を

添加した基本灌流溶液（136 mM NaCl、5.4 mM KCl、5 mM CaCl2、0.5 mM NaH2PO32H2O、

0.42 mM Na2HPO312H2O、10 mM HEPES （pH 7.5）、5 mM Glucose および 4.2 mM NaHCO3）

を流速 3 ml/分で 8 分間灌流した。灌流した肝臓を non-coated 10 cm dish（Corning）に移

し、D-MEM, high glucose（Dulbecco's Modified Eagle Medium; Wako）内でメスを用いて小

片に細断した。ピペッティングにより細胞を 70 µm Cell Strainer に通した。100 g で 2 分

間遠心分離した後、上清を新しいチューブに移し、細胞ペレットが見えなくなるまで遠心

分離を繰り返した。最終上清を 300 g で 5 分間遠心分離し、沈殿した細胞を 2 ml BD Pharm 

Lyse Buffer（BD Biosciences）にサスペンドし、室温で 80 秒間インキュベート、次いで

FACS バッファーで等張になるように希釈した。遠心分離後、FACS バッファーで洗浄し、

細胞はフローサイトメトリー解析に使用した。  

	 脾臓細胞を調製するため、100 U/ml コラゲナーゼ D（Roche）を添加した HBSS で脾臓

をフラッシュした。残った皮膜は、400 U/ml コラゲナーゼ D を添加した HBSS 内で 37℃、
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45 分間インキュベートした。  

	 肺細胞を調製するため、肺を摘出し、メスで 1 mm の長さの断片に細かく刻み、0.2 U/ml 

Liberase TL（Roche）および 10 µg/ml DNase I（Worthington）を添加した HBSS 内で、37 ℃、

25 分間インキュベートした。  

	 骨髄細胞を調製するため、両側の後肢（2 つの脛骨および 2 つの大腿骨）の骨随を氷冷

FACS バッファーでフラッシュした。ここまでの処理をした脾臓、肺および骨髄細胞を 70 

µm ナイロンメッシュまたは 70 µm Cell Strainer に通した。300 g で 5 分間遠心分離し、

沈殿した細胞を 2 ml BD Pharm Lyse Buffer に懸濁し、室温で 80 秒間インキュベートした

後 FACS バッファーで等張になるように希釈した。遠心分離後、FACS バッファーで洗浄

した。細胞はフローサイトメトリー解析に使用したほか、脾臓細胞および骨髄細胞は種々

の解析にも使用した。  

	 腹腔細胞を調製するため、マウスの腹腔内に 5 ml FACS バッファーを注入した。30 秒

間、手で腹を震蘯して細胞を懸濁した後、腹腔細胞懸濁液を 70 µm ナイロンメッシュに

通した。遠心分離後、細胞を FACS バッファーで洗浄し、細胞をフローサイトメトリー解

析に使用した。  

	 末梢血細胞を調製するため、末梢血を 2 mM EDTA を添加した PBS に回収した。次い

で、300 g で 5 分間遠心分離し、沈殿した細胞を 10 ml BD Pharm Lyse Buffer にサスペン

ドし、室温で 80 秒間インキュベートした。遠心分離後、細胞を FACS バッファーで洗浄

し、細胞をフローサイトメトリー解析に使用した。  

 

フローサイトメトリー解析  

	 調製した細胞を 300 g で 5 分間遠心分離した後、Fc ブロッカーを添加し、氷上で 5 分

間インキュベートした。次に蛍光標識された抗体を添加し、氷上で遮光して 25 分間イン

キュベートした。 FACS バッファーで洗浄し、死細胞除去のために 1 µg/ml 7-AAD

（BioLegend）を添加した FACS バッファーに懸濁して、フローサイトメトリーで解析し

た。Foxp3 の細胞内染色には FOXP3 Fix/Perm Buffer Set（BioLegend）を用い、付属のプロ

トコルに従って染色した。使用した抗体のクローンおよびメーカー名は表 2 に示す。  

 

自動磁気細胞分離装置とセルソーターを用いた細胞の分離  

	 単球および好中球単離のために、マウスから調製した骨髄細胞もしくは脾臓細胞に Fc

ブロッカーを添加し、4℃、5 分間インキュベートした。次いで、Lin 抗体（CD4、CD8、

NK1.1、B220 および Ter119）を添加してから 4℃、20 分間インキュベートした。細胞を

FACS バッファーで洗浄し、抗ビオチンマイクロビーズ（Miltenyi）を添加してから 4℃、

20 分間インキュベートした。FACS バッファーで洗浄後、Lin 陽性細胞を自動磁気細胞分

離装置により除いた。Lin 陰性細胞を CD115、Ly6C および Ly6G 抗体で染色し、FACS バ
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ッファーで洗浄後、死細胞除去のために 1 µg/ml DAPI（Dojindo）を添加した FACS バッ

ファーにサスペンドし、セルソーター（SH800）で単球あるいは好中球を分離した。  

	 マウスから好中球前駆細胞（GP）あるいは単球前駆細胞（MoP）を分離するため、マウ

ス骨髄細胞を Lin 抗体（CD4、CD8、B220、NK1.1、Ter119、Sca-1、CD11b、Gr-1 および

7/4）を添加し、以降は上記と同様に自動磁気細胞分離装置により Lin 陰性細胞を得た。

そして、Lin 陰性細胞を c-Kit、CD16/32、Ly6C および CD115 抗体で染色し、FACS バッフ

ァーで洗浄後、死細胞除去のために 1 µg/ml DAPI を添加した FACS バッファーにサスペ

ンドし、セルソーター（SH800）で GP あるいは MoP を分離した。  

 

定量的 RT-PCR（qRT-PCR）および RNA シーケンスに用いる total RNA の抽出  

	 セルソーターで単離した細胞から RNeasy Mini （あるいは  Micro）  Kit（QIAGEN）ま

たは TRIzol LS（Thermo Fisher Scientific）を用いて、キットに付属したプロトコルに従っ

て total RNA を抽出した。qRT-PCR 用のサンプルは、ReverTra Ace（TOYOBO）を用いて、

抽出した total RNA を cDNA に逆転写した。qRT-PCR は、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix

（TOYOBO）を用いて合成した cDNA に対して行った。発現レベルを 18s リボソーム RNA

（ rRNA）に対して標準化した。qRT-PCR に用いたプライマーは表 3 に示す。  

 

RNA シーケンス（RNA-seq）  

	 SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep Kit for Illumina Multiplexed Sequencing

（Agilent Technologies）を用いて、40 ng の total RNA から RNA-seq 分析のための DNA ラ

イブラリーを調製した。配列決定は HiSeq 1500HiSeq 1500 sequencer（ Illumina）を用いて

行い、50-bp single-end read mode で行った。読み込んだデータの FPKM（ fragments per kilo 

base of exon per million reads）値を利用してデータ解析を行った。  

 

In vitro の単球刺激実験  

	 LPS 投与 48 時間後の Ym1-Venus マウスの骨髄からセルソーターで分取した単球を、  

1 µg/ ml LPS（E.coli,  O111:B4, Sigma）で 24 時間刺激した。培養上清中の IL-6、 IL-12、

TNFa、 IL-10 濃度を ELISA MAX Standard kit（BioLegend）により定量した。操作は付属

のプロトコルに従った。Ym1 濃度は我々が作成した ELISA によって定量した。  
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抗 Ym1 モノクローナル抗体の作製  

	 293T 細胞に Ym1-FLAG（Ym1 タンパクの 3’末端に FLAG ペプチドを合成した）発現ベ

クターをリン酸カルシウム法によりトランスフェクションした。培養上清中の Ym1-FLAG

タンパクを ANTI-FLAG M1 Agarose Affinity Gel（Sigma-Aldrich）と FLAG Peptides（Sigma-

Aldrich）を用いて精製した。精製した Ym1-FLAG タンパクをアルメニアハムスターの足

底に免疫した。初回免疫時には TiterMax Gold（TiterMax）も投与した。PEG1500（Roche）

を用いて、リンパ節細胞を NSOb cl 2ミエローマ細胞と細胞融合させた。ハイブリドーマ細

胞を、10％  FBS 、HAT（Sigma-Aldrich）および 1％  BM-Condimed（Roche）を添加した

DMEM で選択した。ハイブリドーマの培養上清を ELISA でスクリーニングし、Ym1-FLAG

タンパクを特異的に検出する抗体産生ハイブリドーマを選択した。  

 

Ym1 ELISA の樹立  

	 PBS で希釈した 10 µg/ ml ハムスター抗 Ym1 抗体（我々の実験室で作製したクローン、

10G10-1）を 96 ウェルプレート（Greiner）に添加し、4℃で一晩コーティングした。ブロ

ッキングバッファー（5％  Skim milk（Megmilk Snow Brand）および 0.2％  Tween（Wako）

を添加した PBS）で 1 時間ブロッキングした後、ブロッキングバッファーで 10 倍に希釈

した単球培養上清を各ウェルに添加し、室温で 2 時間インキュベートした。次いで、ブロ

ッキングバッファーで希釈した 2.5 µg/ ml ビオチン化ハムスター抗 Ym1 抗体（我々の実

験室で作製したクローン、7D4）を添加し、室温で 2 時間インキュベートした。続いて HRP-

ストレプトアビジンを添加し、室温で 30 分間インキュベートした。最後に、基質溶液

（TMB Microwell Peroxidase Substrate System、KPL）を各ウェルに添加して 30 分間室温で

30 分間インキュベートした。2 M H2SO4で反応を停止させた後、マイクロプレートリーダ

ー（BioRad）を用いて 450 nm の吸光度を測定した。  

 

DSS 誘導腸炎モデル  

	 マウスに 2.0％  DSS（MW 36000-50000、MP Biomedicals）を 5 日間自由飲水により投与

し、その後普通水に戻して飼育した。体重は DSS の投与開始後、毎日あるいは数日おき

に測定した。Ym1-DTR マウスを用いた実験では、DSS の投与開始 8 および 10 日後に 25 

µg/kg となるように DT（Calbiochem）を腹腔内投与した。また、野生型マウスに抗体を投

与する実験では、抗 Ly6G 抗体（クローン 1A8、Bio X Cell）あるいはラット IgG2A アイ

ソタイプコントロール抗体（クローン 54447、R&D systems）を DSS の投与開始 8 および

10 日目に腹腔内投与した。  
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好中球前駆細胞（GP）および単球前駆細胞（MoP）の in vitro 培養実験  

	 野生型あるいは Ym1-Venus マウスの骨髄から分離した GP あるいは MoP を 10% FBS、

1% ペニシリン /ストレプトマイシン（Wako）および 10 mM HEPES（Nacalai）を添加した

D-MEM, high glucose に懸濁し、96 穴プレートに 3000 cells/well で播種した。培養時には

10% M-CSF（CMG14-12 culture medium）、50 ng/ml rG-CSF（Chugai）、20 ng/ml Recombinant 

Mouse GM-CSF（BioLegend）あるいは 10 ng/ml Murine IL-3（Pepro Tech）を単独もしくは

混合して添加した。72 時間培養した後、フローサイトメトリーで表面マーカー発現およ

び細胞数を解析した。  

 

統計処理  

	 データは、Prism（GraphPad Software）を用いて分散分析（ANOVA）または T 検定によ

り統計処理した。p <0.05 の値を有意とみなした。  

 

 

表 1	 Genotyping PCR に用いたプライマー配列  

�	
�

WT (Ym1-Venus / DTR) Fwd TAAGTTTTTCATATCCTCCCATCTATTTCC
Rev TGGATTTGAATCTGTATGTAAGTAGAGCAC

Targeted (Ym1-Venus) Fwd TAAGTTTTTCATATCCTCCCATCTATTTCC
Rev TTCTGCTGGTAGTGGTCGGC

Targeted (Ym1-DTR) Fwd TAAGTTTTTCATATCCTCCCATCTATTTCC
Rev ACAGATGACAGCACCACAGC

	����
��(5'→3')
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表 2	 定量的 RT-PCR に用いたプライマー配列

 

  


���	

18s rRNA Fwd CGGACAGGATTGACAGATTG
Rev CAAATCGCTCCACCAACTAA

Ym1 Fwd AAAGACAAGAACACTGAGCTAAAAACTC
Rev GAATCTGATAACTGACTGAATGAATATC

Ltf Fwd CTGTGCCCTGTGTATTGGTG
Rev ATGCAACATTTCCTGCCTTC

Mmp9 Fwd CTTCCCCAAAGACCTGAAAAC
Rev CTGCTTCTCTCCCATCATCTG

Retnlg Fwd GGAACTTCTTGCCAATCGAG
Rev TGCCTGAAGCCGTGATACTA

Marco Fwd CTGCTTCTCTCCCATCATCTG
Rev GGAACTTCTTGCCAATCGAG

Ccr2 Fwd ATCCACGGCATACTATCAACATC
Rev CAAGGCTCACCATCATCGTAG

Il6 Fwd CTGGAGTACCATAGCTACC  
Rev CTGTTAGGAGAGCATTGGA

Il10 Fwd CCAAGCCTTATCGGAAATGA
Rev TTTTCACAGGGGAGAAATCG

Nod2 Fwd CGACATCTCCCACAGAGTTGTAATCC
Rev GGCACCTGAAGTTGACATTTTGC

Nos2 Fwd GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA
Rev GTGGACGGGTCGATGTCAC

Slpi Fwd CTTGCTCTGGGGATCCTG
Rev GGCTCCGATTTTGATAGCAT

Tlr2 Fwd GCTGGAGGACTCCTAGGCT
Rev GTCAGAAGGAAACAGTCCGC

Mpo Fwd TTAGGAAGCTACGTGATGGTG
Rev AAGATGTTGTTCTTCGACACG

Ctsg Fwd CCCGAGAGAAAGGAAGTCTG
Rev TGAAGCTCTGGATTTTGGTG

Lyz Fwd GACTCCTCCTGCTTTCTGTCAC
Rev TGAGCTAAACACACCCAGTCAG

	������(5'→3')
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表 3	 フローサイトメトリー解析に用いた抗体および試薬  

 

  

���
�
 ��
	� �
�


CD16/32 2.4G2 BD Biosciences
CD45.1 A20 BD Biosciences
CD62L MEL-14 BD Biosciences
MHCII AF6-120.1 BD Biosciences
SiglecF E50-2440 BD Biosciences
B220 RA3-6B2 Biolegend
CD106 (VCAM-1) 429 (MVCAM.A) Biolegend
CD115 AFS98 Biolegend
CD117 (c-Kit) 2B8 Biolegend
CD11b M1/70 Biolegend
CD11c N418 Biolegend
CD135 (Flt3) A2F10 Biolegend
CD16/32 93 Biolegend
CD19 6D5 Biolegend
CD274 (PD-L1) 10F.9G2 Biolegend
CD3 145-2C11 Biolegend
CD34 HM34 Biolegend
CD4 GK1.5 Biolegend
CD45.2 104 Biolegend
CD64 X54-5/7.1 Biolegend
CD8 53-6.7 Biolegend
CD88 (C5aR) 20/70 Biolegend
F4/80 BM8 Biolegend
Foxp3 150D Biolegend
Gr-1 RB6-8C5 Biolegend
Ly6C HK1.4 Biolegend
Ly6G 1A8 Biolegend
MHCII M5/114.15.2 Biolegend
NK1.1 PK136 Biolegend
Rat IgG2a, κ RTK2758 Biolegend
Rat IgG2b, κ RTK4530 Biolegend
Sca-1 D7 Biolegend
SA-PerCP/Cy5.5 Biolegend
Ter119 TER-119 Biolegend
CD204 REA148 Miltenyi Biotec
Ly6B.2 (7/4) REA115 Miltenyi Biotec
REA Control REA293 Miltenyi Biotec
CCR2 475301 R&D  systems
CXCR2 242216 R&D  systems
CD169 M7 ��������



 12 

第３章	 結果  
 
１ .  各組織および末梢血における Ym1 発現細胞の同定  

	 Ym1 は骨髄系の細胞に発現することが知られており、一般に免疫抑制性の表現型を示

す M2 マクロファージのマーカーとして用いられる。ところが、生体内における Ym1 発

現細胞および、それらの細胞における Ym1 発現の制御機構は明らかになっていない。そ

こで我々は、生体内で Ym1 発現細胞を可視化するために、Ym1 遺伝子座に蛍光タンパク

質の一つである Venus の遺伝子 (cDNA)を導入したマウス（Ym1-Venus マウス）を作製し

た（図 1a、b）。まず始めに、この Ym1-Venus マウスを用いて、各組織マクロファージお

よび樹状細胞における Ym1-Venus 発現細胞を解析した。その結果、図 1c に示すようにリ

ンパ節、脾臓、大腸、肝臓、腹腔に常在する組織マクロファージは Ym1-Venus 陰性であ

ることが分かった。一方で、肺の組織マクロファージには Ym1-Venus 発現がみられた。

肺の組織マクロファージは肺胞マクロファージ（CD11c+CD64+）と間質マクロファージ

（CD11b+MHCII+）に大別されるが、前者のみが Ym1-Venus 陽性だった。肺胞マクロファ

ージに Ym1 が発現することはすでに知られており 1 0、既報と一致した結果であった。続

いて、末梢血細胞における Ym1-Venus 陽性細胞の有無を解析した。Ym1 が好中球に発現

することはすでに報告されているが 11 ,12、これらの既報と一致して Ly6G+の好中球は Ym1-

Venus 陽性だった（図 1d、e）。さらに、脾臓（図 1f）および骨髄（図 2a）の好中球でも

Ym1-Venus 発現がみられた。骨髄において、好中球は c-Kit+Ly6G-の好中球前駆細胞から

分化するが、その分化・成熟が進むにつれて、c-Kit 発現が減少し、Ly6G 発現が増加する
1 3。Ym1-Venus マウスの骨髄において、好中球分化段階ごとの Ym1-Venus 発現を解析した

ところ、図 2b に示すように成熟好中球（図 2b、第 5 分画）のみならず、未熟好中球（図

2b、第 2-4 分画）においても Ym1-Venus 発現がみられた。Ym1 mRNA 発現を定量的 RT-

PCR により解析したところ、未熟好中球のほうが成熟好中球よりも Ym1 mRNA 発現が高

いことが分かった（図 2c）。このことから、Ym1 は好中球分化の初期段階から発現するこ

とが示された。我々はさらに、末梢血、脾臓および骨髄の好酸球、リンパ球（T、B 細胞）

および NK 細胞の Ym1-Venus 発現を解析したが、これらの細胞は全て Ym1-Venus 陰性だ

った（図 1d、 e、 f、2a）。  

	 我々は末梢血において、好中球以外にも CD115+Ly6Ch i単球の一部（5%）が Ym1-Venus

陽性であることを見いだした（図 1d、e）。末梢血の単球は、CD115+Ly6Ch iと CD115+Ly6Cl o

単球の２つのサブセットにより構成されているが 1 4、  定常状態では CD115+Ly6Ch i サブ

セットにのみ、Ym1-Venus 陽性細胞が存在することが分かった。この Ym1-Venus 陽性の

CD115+Ly6Ch i単球は脾臓においてもみられた（図 1f）。  

	 Ym1-Venus 陽性 Ly6Ch i 単球における Ym1-Venus 発現がどの分化段階からみられるか明

らかにするため、骨髄における単球の Ym1-Venus 発現を解析した。始めに、成熟した単
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球の Ym1-Venus 発現を解析したところ、末梢血と同様に Ly6Ch i単球の一部（4%）が Ym1-

Venus 陽性だった（図 2a）。最近、Ly6Ch i単球は Flt3 と CD11c の発現を指標に 3 つのサブ

セットにより構成されることが報告されている 1 5。この報告に従って Ly6Ch i 単球を解析

したところ、Flt3-CD11c-サブセットのみ Ym1-Venus+細胞がみられた（図 2d）。Ly6Chi単球

はマクロファージあるいは樹状細胞に分化するが、Flt3-CD11c-サブセットはマクロファー

ジに分化する細胞集団である 1 5。さらに我々は、骨髄系前駆細胞における Ym1-Venus 発

現を解析した 1 6。その結果、骨髄系共通前駆細胞（CMP）および、顆粒球単球前駆細胞

（GMP）、巨核球赤芽球前駆細胞（MEP）に Ym1-Venus 発現はみられなかった（図 2e）。

単球は GMP から単球樹状細胞前駆細胞（MDP）、単球前駆細胞（MoP）を経て分化・成熟

することが知られている 17。MDP 以降の分化段階における Ym1-Venus 発現を解析したと

ころ、 c-Kit 発現の低下した分化終盤の単球から Ym1-Venus が発現することが分かった

（図 2f）。  

	 これらの結果から、骨髄では Ym1 は単球前駆細胞には発現せず、分化終盤の Ly6Chi単

球サブセットのごく一部に発現することが明らかになった。  

 

２ .  敗血症回復期における Ym1+Ly6Chi単球の増加  

	 Ly6Chi 単球は血中から炎症部位に浸潤し、病原体の排除や組織傷害に伴う炎症の制御

に寄与している。我々は定常時の解析に続いて、炎症時の Ly6Ch i単球における Ym1-Venus

発現を経時的に解析した。この目的のために、Ym1-Venus マウスに LPS を静脈投与した。

LPS 投与による炎症の惹起は、敗血症モデルとして広く用いられている 18 ,1 9。炎症性サイ

トカインである TNFaや IL-6 の血清中濃度は、LPS 投与 2 から 4 時間後にピークに達し、

24 時間後には定常時のレベルまで減少する（図 3a）ことから、全身性炎症が急激に惹起

され、その後急速に収束に向かうと考えられる。末梢血中の好中球の割合は、LPS 投与 24

時間後に増加（定常時の 21.4%から 79.4%に増加）し、72 時間後には定常時と同じ割合ま

で減少した（図 3b）。一方で、Ly6Ch i単球の割合は LPS 投与 24 時間後（1.53%）には定常

時（1.10%）と変化がなかったが、LPS 投与 48 時間後にはその割合が増加し、末梢血白血

球中の 6%を占めた（図 3b）。興味深いことに、Ym1+Ly6Ch i単球の割合は炎症回復期に劇

的に増加した。すなわち、Ly6Ch i単球のうち、Ym1+細胞の割合は LPS 投与 24 時間後には

およそ 10%程度であったが、炎症の回復期と考えられる 48 時間後にはおよそ 50%まで増

加した（図 3b、c）。LPS 投与 72 時間後には Ym1+Ly6Ch i 単球の割合は 24%まで減少した

が、定常状態や炎症の急性期には Ym1-Venus 発現がみられなかった Ly6Clo 単球の一部

（5.18%）にも Ym1-Venus陽性細胞がみられるようになった。Ly6Chi単球は末梢において、

Ly6Clo 単球になることが報告されていることから 1 7 ,20 -2 3、  LPS 投与 72 時間後における

Ym1+Ly6Cl o 単球の出現は、Ym1+Ly6Ch i 単球が Ly6Clo 単球になる可能性を示唆している。

Ym1+Ly6Ch i単球の増加は、LPS 投与 48 時間後の脾臓でも認められた（図 3d）。  
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	 末梢血および脾臓の解析結果と同様に、 LPS 投与 48 時間後の骨髄においても

Ym1+Ly6Ch i単球の割合が増加し、Ly6Ch i単球のおよそ 40%が Ym1-Venus 陽性だった（図

3e）。また、CD115+Ly6Ch i単球の 3 つのサブセットのうち、Flt3-CD11c-サブセットでのみ

Ym1-Venus 陽性細胞がみられた（図 3g）。Ym1-Venus 陽性単球における Ym1 mRNA の高

発現は、定量的 RT-PCR によっても確認された（図 3f）。さらに我々は、LPS 投与 48 時間

後の骨髄前駆細胞における Ym1-Venus 発現を解析すると、MoP のごく一部（6%程度）に

も Ym1-Venus 陽性細胞がみられ、その割合は c-Kit 発現が下がるにつれて増加した（図

3h）。このことは、炎症時において Ym1 陽性単球が分化の初期段階から生じることを示唆

している。  

	 これらの結果より、炎症の回復期において Ym1 を発現する Ly6Ch i単球サブセットが劇

的に増加することが明らかとなった。  

 

３ . Ym1+Ly6Chi単球の免疫抑制機能  

	 我々は、全身性炎症の回復期に増加する Ym1+Ly6Ch i単球の機能を明らかにするために、

LPS 投与 48 時間後の Ym1-Venus マウス骨髄から Ym1-Venus 陽性と陰性の Ly6Chi 単球を

分取して、その性質を比較した。最初にサイトスピンをした細胞をギムザ染色により形態

を比較したところ、どちらも単球の特徴である楕円形の核をもち、明らかな差異はみられ

なかった（図 4a）。次に、細胞表面マーカーの解析を行った。その結果、Ly6Ch i単球のマ

ーカーである CD62L や CCR2、CD204 はどちらの細胞集団にも発現がみられ、それらの

発現強度に差はみられなかった（図 4b）。その他に、Ly6Ch i単球に発現することが知られ

ている CD11b や F4/80、PD-L1、C5aR、Ly6Cl o単球に発現する MHCII、一部のマクロファ

ージに発現する VCAM-1、好中球に発現する Ly6G や CXCR2 も解析したが、どのマーカ

ーも両者の間に差はなかった（図 4b）。上述のように、末梢血中を循環する Ly6Ch i単球は

Ly6Cl o単球へと分化することが知られている。そこで、我々は LPS 投与 48 時間後の Ym1-

Venus マウス（CD45.2）骨髄の Ly6Ch i 単球から Ym1-Venus 陽性細胞と陰性細胞を分取し

て、それぞれの単球を CD45.1 コンジェニックマウスに移植した。その後、経時的に末梢

血の CD45.2 陽性細胞（Ym1-Venus マウス由来）の Ly6C 発現をフローサイトメトリーで

解析し、Ly6Cl o単球への分化能を検討した。その結果、Ym1-Venus 陽性、陰性細胞ともに

移植 48 時間後には Ly6C 発現レベルが低下したことから、どちらの分画も Ly6C 陰性単

球への分化能を有することが分かった（図 4c）。これらの結果から、Ym1-Venus 陽性単球

と陰性単球は、Ly6Ch i単球に特徴的な表現型を共有している明らかになった。  

	 Ym1-Venus 陽性単球の特徴をさらに明らかにするために、LPS 投与 48 時間後のマウス

の骨髄から、Ym1-Venus 陽性と陰性の Ly6Ch i 単球を分取し、それぞれの mRNA 発現を

RNA シーケンス（RNA-seq）により解析した（図 4d、e、 f）。単球・マクロファージ関連

遺伝子発現を比較すると、両分画で差はほとんどみられなかった。Ym1 mRNA は Ym1-
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Venus 陽性単球で陰性単球より発現が高いことを確認したが、その他の M2 関連遺伝子の

発現は、両者の間で差がみられなかった。一方、好中球関連遺伝子の発現を比較すると、

Ym1-Venus 陽性単球で matrix metallopeptidase 9（Mmp9）や lactotransferrin（Ltf）  といっ

た好中球顆粒遺伝子の一部の発現が高く、その他の好中球関連遺伝子である lymphocyte 

antigen 6 family member G5B（Ly6g5b）や resistin like gamma（Retnlg）の発現には差がみ

られないことが分かった。RNA-seq により発現に差がみられた遺伝子に関しては定量的

RT-PCR でも解析し、同様の結果が得られた（図 4g）。これらの結果から、Ym1-Venus 陽

性単球は好中球が有する特徴の一部を示すことが明らかになった。  

	 さらに、Ym1-Venus 陽性単球と陰性単球の機能的な差異を検討するため、LPS を投与し

たマウスの脾臓からそれぞれの単球を分取し、ex vivo で再度 LPS 刺激をした。培養上清

中のサイトカインを比較すると、図 5a で示すように、Ym1-Venus 陽性単球は陰性単球よ

りも炎症性サイトカイン（ IL-6 や TNFa、IL-12）産生能が低く、抗炎症性サイトカインで

ある IL-10 の産生能が高かった。Ym1-Venus 陽性単球は炎症の後期に増加すること、そし

て抗炎症型のサイトカイン産生能を示すことから、我々は同単球が炎症に対して抑制的

な機能を持つのではないかと仮説を立てた。この仮説を証明するために、我々は LPS 処

置をしたマウスの骨髄から Ym1-Venus 陽性単球と陰性単球を分取し、それぞれの単球を

定常状態の野生型マウスに移植した後、これらのマウスに LPS を投与した。すると、 ex 

vivo の結果と相関して、Ym1-Venus 陽性単球を移植することで LPS 投与による IL-6 産生

が抑制された（図 5b）。  

	 炎症の後期において、抑制性 T 細胞（Treg）が増加し、炎症の抑制に寄与することが知

られている 24。Ym1-Venus 陽性単球が炎症の回復期に増加することから、同単球が Tregの

分化誘導に関与する可能性があるのではないかと考えた。その可能性を検討するため、抗

CD3/28 抗体刺激により T 細胞への分化を誘導した脾細胞に、LPS 刺激した Ym1-Venus 陽

性あるいは陰性単球の培養上清を添加した。その結果、図 5c で示すように Venus 陽性単

球は陰性単球と比べ、有意に Tregへの分化を促進することが示唆された。  

	 これらの結果より、Ym1+Ly6Ch i単球は抗炎症性の表現型を示すことが明らかになった。 

 

４ .  腸炎の回復期において Ym1+Ly6Chi単球は炎症抑制および組織修復に寄与する  

	 これまでの解析より、Ym1-Venus 陽性単球が、全身性炎症の回復期に増加することが明

らかになったことから、我々は次に、局所炎症における Ym1-Venus 陽性単球の動態解析

を行った。マウスへのデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）飲水投与は、急性腸炎でみら

れる上皮傷害を誘導する。この炎症はリンパ球を欠損したマウスでもみられることから、

炎症誘導を主導する細胞は、マクロファージ等の自然免疫細胞と考えられている。また、

DSS の飲水投与を中止した時点から、炎症の収束と腸管上皮の再生が起きる。そのため、

このモデルでは炎症の急性期と回復期の両方を解析することができる。我々は、Ym1-
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Venus マウスに DSS を 5 日間飲水投与し、その後普通水に戻して飼育した。そして、炎症

を誘導したマウスの末梢血細胞における Ym1-Venus 発現を経時的に解析した。図 6a、b、

c で示されるように、炎症の初期である Day 3 では Ym1+Ly6Chi 単球の割合は低いままだ

った。ところが、DSS 投与を中止して 3 日後にあたる Day 8 では、Ym1+Ly6Ch i単球の割

合が 35%まで増加し、その後の回復期においてその割合は 20%以上を維持していた。こ

れらと相関して、脾臓と骨髄においても炎症の回復期に Ym1+Ly6Ch i単球の著明な増加が

みられた（図 6d、e）。さらに我々は、炎症部位である大腸の解析を行った（図 6f）。大腸

および小腸の粘膜固有層にみられるマクロファージは、Ly6Cl oCD64h i マクロファージと、

Ly6ChiCD64lo 単球、およびこれらの細胞の中間体である Ly6Cin tCD64in t 細胞の 3 分画に分

類される。炎症の回復期の大腸において、Ym1-Venus 陽性細胞は Ly6Ch iCD64lo 単球にみ

られ、Ly6Ci ntCD64in t と Ly6CloCD64h i 分画にはほとんどみられなかった。大腸に浸潤した

Ly6ChiCD64lo 単球は Ly6Cl oCD64hi マクロファージに分化することが知られており、この

結果から、Ym1+Ly6Ch i単球の Ym1 発現は大腸でマクロファージに分化する過程で徐々に

減少すると考えられる。  

	 腸炎を誘導したマウスでは、Ly6Ch i単球が CCR2 依存的に炎症部位に集積するが、炎症

部位に集積して初めて、炎症関連遺伝子を発現することが報告されている 2 5。そこで、

我々は DSS Day 9 のマウスの大腸から Ym1-Venus 陽性単球と陰性単球を分取し、炎症に

関連する遺伝子発現を比較した（図 6g）。その結果、大腸に浸潤した Ym1-Venus 陽性単球

は陰性単球に比べ、 Il6 発現が低く、 Il10 発現が高いことから、同単球は炎症部位におい

ても炎症抑制性の表現型を示すことが明らかになった。しかしながら、Ym1-Venus 陽性単

球では、炎症マーカーや M1マクロファージマーカーとして知られる Nos2の発現も高く、

M1 マーカーと M2 マーカーを共発現することも分かった。加えて、Ym1-Venus 陽性単球

は炎症の回復や組織修復に重要な Slpi 発現が高かった。  

	 Ym1-Venus 陽性単球の増加するタイミングや遺伝子発現パターンから、同単球は炎症

時の大腸において炎症の回復や組織修復に重要な機能を担っているのではないかと考え

た。このことを証明するため、我々は Ym1 遺伝子座にジフテリア毒素受容体（DTR）遺

伝子を導入した遺伝子改変マウスを作製した（Ym1-DTR マウス：図 7a、b）。このマウス

ではジフテリア毒素（DT）の投与により、Ym1 陽性細胞が誘導的に消失できると考えら

れる。実際に、定常状態の Ym1-DTR マウスに DT を投与すると、骨髄において好中球（図

2a において、約半数が Ym1 陽性）の割合が減少した（図 7c）。すなわち、定常時には好

中球は全体の 32%を占めていたが、その割合は DT 投与により徐々に減少し、投与 72 時

間後には 12.5%まで減少した。さらに、LPS 投与により Ym1+Ly6Ch i 単球を誘導したマウ

スに DT を投与しその 24 時間後の末梢血を解析すると、Ly6Chi 単球の割合が約半分に減

少した（野生型：4.4%、Ym1-DTR：2.3%）（図 7d）。この結果は、Ym1-DTR マウスに DT

を投与することにより、Ym1+Ly6Ch i 単球を消失できることを示している。そこで、この
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Ym1-DTR マウスに DSS を 5 日間自由飲水により投与し、その後普通水に戻して飼育し

た。そして、Day 8 および Day 10（DSS 投与中止 3 および 5 日後）に DT を投与すること

で回復期に増加する Ym1+Ly6Ch i単球を消去し、同単球の腸炎の回復期における機能を解

析した。すると、図 7e で示すように、炎症の回復期に Ym1 陽性細胞を消去することで体

重の回復が遅延した。組織学的な所見においても、Ym1 陽性細胞の消去により炎症細胞

浸潤の延長と組織修復の遅延が観察された（図 7f）。回復の遅延が好中球の消失によるこ

とで起きた可能性を否定するため、同様の条件で腸炎を誘導した野生型マウスに対し、

Day 8 および Day 10 に抗 Ly6G 抗体またはコントロール抗体を投与した。その結果、両者

の体重変化に差はみられず、このことから好中球の消去は腸炎の回復に影響しないこと

が分かった（図 7g）。  

	 これらの結果より、Ym1+Ly6Ch i 単球は炎症の局所にもみられ、炎症の回復および組織

修復に関与することが示された。  

 

５ . Ym1+Ly6Chi単球は単球前駆細胞から分化する  

	 定常時において、好中球は好中球前駆細胞（GP）、単球は単球前駆細胞（MoP）から分

化することが知られているが 2 6、炎症時における GP あるいは MoP の分化能は明らかに

なっていない。そこで我々は、LPS 投与により炎症を誘導したマウスに GP あるいは MoP

を移植することで、Ym1+Ly6Chi 単球の前駆細胞を明らかにしようと考えた。初めに、野

生型マウス（CD45.2）から分取した GP あるいは MoP を定常状態の CD45.1 コンジェニッ

クマウスに移植したところ、それぞれ Ly6G+CD115-の好中球、Ly6G-CD115+の単球に分化

することを確認した（図 8a）。次に我々は、Ym1-Venus マウス（CD45.2）から分取した GP

あるいは MoP を、LPS を投与した CD45.1 コンジェニックマウスに移植し、その 48 時間

後の末梢血細胞を解析した。その結果、図 8b に示すように、GP を移植すると、その 85.4%

が Ly6G 陽性の好中球に分化し、CD115 陽性の単球はほとんどみられなかった。一方で

MoP を移植すると、好中球には分化せず、その 85.9%が CD115 陽性の単球に分化した。

さらに、CD115 陽性単球の 55.6%が Ly6Ch i 単球になり、そのうちの 44.5% が Ym1-Venus

を発現した。また、Ly6Cl o 単球に Ym1-Venus 発現はほとんどみられなかった。このこと

から、Ym1+Ly6Ch i単球は GP ではなく MoP から分化することが明らかになった。さらに

我々は、Ym1-Venus 陰性単球が Ym1-Venus 陽性単球にその表現型を変化する可能性を検

討した。そのために、定常状態の Ym1-Venus マウスの骨髄から Ly6Chi 単球を分取し、事

前に LPS 投与した CD45.1 コンジェニックマウスに移植した。その結果、移植した Ly6Chi

単球の Ym1-Venus 発現は変化せず、このことから Ym1-Venus 陰性単球から陽性単球には

その表現型が変化しないことが示された（図 8c）。  

	 MoP から Ym1+Ly6Ch i単球への分化に必要な刺激を明らかにするため、Ym1-Venus マウ

スの MoP を様々なサイトカインで刺激し、それらの細胞の Ym1-Venus 発現を解析した
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（図 8d）。M-CSF 存在下では、MoP は主に Ly6Cl oあるいは Ly6Ch iの F4/80+骨髄系細胞に

分化するが、これらの細胞は Ym1-Venus を発現しなかった。一方、GM-CSF 存在下で培

養すると、Ly6Clo あるいは Ly6Ch i の F4/80+細胞のみならず Ly6Ch iF4/80-細胞にも分化し、

それらの細胞に Ym1-Venus 発現がみられた。GM-CSF と M-CSF 共存下では、より多くの

細胞が Ly6ChiF4/80-細胞に分化し、それらの細胞には Ym1-Venus 発現がみられた。さら

に、 IL-3 と M-CSF 共存下においても、同様の分化パターンを示した。これらの結果は、

GM-CSF/IL-3 シグナルが MoP から炎症抑制性の Ym1 陽性単球への分化に関与すること

を示唆している。  
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6. 図表  
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図 1（続き）   
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図 1. 末梢血および種々の組織における Ym1 発現細胞の同定  

（ a）Ym1-Venus ターゲティングコンストラクトの概略図を示す。Ym1（Chi3l3）遺伝子の

エキソンは黒塗りの四角形で示す。改良型 Venus の cDNA（Venus）、ネオマイシン耐性遺

伝子（neo）、および HSV-チミジンキナーゼ（TK）遺伝子は、白抜きの四角形で示す。遺

伝子型判定（Genotyping）のための  PCR に使用したプライマーは、プライマー名（ a、b

および c）とともに矢印で示し、予想される PCR 産物は両矢印で示す。  

（b）図に示されたプライマーセットを用いて Ym1-Venus（+/Ym1Ven u s）マウスおよび野生

型（+/+）マウスの genotyping PCR を行った（野生型配列の検出には a と b、標的配列の

検出には a と c のプライマーセットを用いた。）。  

（ c-d）Ym1-Venus マウスおよび野生型マウスの各臓器より、マクロファージおよび樹状

細胞を調製した。各細胞集団における Ym1-Venus 発現をフローサイトメトリーにより解

析した。各臓器常在マクロファージと樹状細胞（ c）、および末梢血（d）の白血球のフロ

ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 結 果 を 示 す 。 Mφ,  マ ク ロ フ ァ ー ジ ; LPM, large peritoneal 

macrophages; SPM, small peritoneal macrophages; DC, 樹状細胞  

（ e）末梢血細胞における Ym1-Venus 陽性率を示す。エラーバーは SD。n=5 

（ f）Ym1-Venus マウスおよび野生型マウスの脾臓の白血球のフローサイトメトリー解析

結果を示す。  

フローサイトメトリー解析結果において、赤色のヒストグラムは Ym1-Venus マウス、青

色のヒストグラムは野生型マウスを示す。各組織の左のドットブロットには、各細胞集団

のゲーティングとその集団の全体に対する細胞の割合を示す。ヒストグラムの数字は

Ym1-Venus マウスにおける Ym-1-Venus 陽性細胞の割合を示す。  
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図 2 
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図 2（続き）  
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図 2. 骨髄細胞における Ym1 発現解析  

（ a）骨髄細胞における Ym1-Venus 発現解析の結果を示す。Ym1-Venus マウスの骨髄細胞

を CD115、Ly6C、Ly6G（上）、CD19、CD3、NK1.1（中）、CD115、F4/80、Gr-1（下）抗

体で染色し、各細胞集団における Ym1-Venus 発現をフローサイトメトリーにより解析し

た。Mφ,  マクロファージ  

（b, c）好中球の各分化段階における Ym1-Venus 発現（b）および各種遺伝子の mRNA 発

現を示す（ c）。  

（b）骨髄細胞を Lin（B220、CD11b、CD3e、Gr-1、NK1.1 および Ter119）、c-Kit、Sca-1、

CD16/32 および CD34 抗体で染色した。好中球の分化段階を c-Kit と Ly6G の発現レベル

で 5 つの細胞集団に分類し、それぞれの Ym1-Venus 発現を解析した。（c）（b）で示した

1-5 の細胞集団の好中球一次顆粒遺伝子（Mpo、Ctsg）、二次顆粒遺伝子（Lyz、Ltf）、三次

顆粒遺伝子（Mmp9）および Ym1 遺伝子発現を定量的 RT-PCR 法により解析し、細胞集団

#1 を基準とした遺伝子発現比を示す。  エラーバーは SD。n=3 

（d）Ly6C 陽性単球の 3 つのサブセットの Ym1-Venus 発現解析結果を示す。Lin（B220、 

CD19、CD3、Ly6G、MHCII、NK1.1 および Ter119）。  

（ e）骨髄系前駆細胞の Ym1-Venus 発現解析結果を示す。Lin（B220、CD11b、CD3、Gr-

1、NK1.1 および Ter119）。CMP, common myeloid progenitor; GMP, granulocyte/macrophage 

progenitor; MEP, megakaryocyte-erythroid progenitor 

（ f）単球前駆細胞の Ym1-Venus 発現解析結果を示す。Lin（B220、CD3、Ly6G、NK1.1 お

よび Ter119）。MDP, macrophage/dendritic cell progenitor; MoP, monocyte progenitor 

フローサイトメトリー解析結果において、赤色のヒストグラムは Ym1-Venus マウス、青

色のヒストグラムは野生型マウスを示す。ゲートとともに示された数字は、各細胞集団の

全体に対する割合、ヒストグラムの数字は Ym1-Venus マウスにおける Ym-1-Venus 陽性細

胞の割合を示す。  
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図 3  
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図 3. 敗血症の回復期における Ym1+Ly6Chi単球の増加  

（ a）野生型マウスに LPS（50 µg/マウス）を尾静脈投与した後、血清中のサイトカイン濃

度を ELISA 法により測定した。エラーバーは SD。naïve に対する one-way ANOVA 検定を

行った。***P<0.001, ****P<0.0001, n.s. , not significant, n=3 

（b-h）Ym1-Venus マウスに LPS（100 µg/マウス）を尾静脈投与した。  

（b, c）末梢血細胞における Ym-1-Venus の発現を LPS 投与前から投与後（24、48、72 時

間後）にかけて経時的に解析した。（b）Ly6C 陽性単球、Ly6C 陰性単球および好中球の

Ym1-Venus 発現を示す。（ c）Ly6C 陽性単球における Ym1-Venus 陽性率の経時的変化を示

す。エラーバーは SD。 naïve に対する one-way ANOVA 検定を行った。 **P<0.01, 

****P<0.0001, n.s.,  not significant,  n=3  

（d, e）LPS 投与 48 時間後の脾臓（d）および骨髄（ e）の Ym1-Venus 発現を示す。  

（ f）定常状態（naïve）および LPS 投与 48 時間後の Ym1-Venus マウスの骨髄から Ly6C

陽性単球の Ym1-Venus 陽性分画（Venus (+)）と陰性分画（Venus (-)）をセルソーターによ

り分取し、それぞれの Ym1 mRNA 発現を定量的 RT-PCR 法により解析した。エラーバー

は SD。naïve に対する one-way ANOVA 検定を行った。  *P<0.05, n.s.,  not significant, n=3 

（g）骨髄における Ly6C陽性単球の 3つのサブセットの Ym1-Venus発現を示す。Lin（B220、 

CD19、CD3、Ly6G、MHCII、NK1.1 および Ter119）。  

（h）骨髄における単球前駆細胞の Ym1-Venus 発現を示す。Lin（B220、CD3、Ly6G、NK1.1

および Ter119）。MDP, macrophage/dendritic cell progenitor; MoP, monocyte progenitor 

フローサイトメトリー解析において、赤色のヒストグラムは Ym1-Venus マウス、青色の

ヒストグラムは野生型マウスを示す。ゲートとともに示された数字は全体に対する細胞

の割合およびフラクション番号、ヒストグラムの数字は Ym1-Venus マウスにおける Ym-

1-Venus 陽性細胞の割合を示す。  
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図 4
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図 4（続き）	 	
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図 4.	敗血症の回復期に出現する Ym1+Ly6Chi	単球の表現型および遺伝子発現解析	

Ym1-Venus マウスに LPS（100 µg/マウス）を尾静脈投与し、48 時間後の骨髄細胞および

末梢血細胞を解析した。  

（ a）骨髄から Ym1-Venus 陽性（Venus (+)）および陰性単球（Venus (-)）をセルソータ

ーにより分取し、サイトスピンにより細胞を回収した後、ギムザ染色により形態を観察

した。スケールバー、10 µm。対物レンズ、100 倍。  

（b）末梢血細胞を各種表面マーカーで染色し、それぞれの発現を Ym1-Venus 陽性（Venus 

(+)）と陰性単球（Venus (-)）で比較した。灰色のヒストグラムは各抗体、白抜きのヒスト

グラムはアイソタイプコントロール抗体による染色強度を示す。  

（ c）骨髄から Ym1-Venus 陽性（Venus (+)）および陰性単球（Venus (-)）（ともに CD45.2

陽性、4x105 cells）をセルソーターにより分取し、直前に LPS（10 µg/マウス）を投与した

CD45.1 コンジェニックマウスに移植した。移植 48 時間後の末梢血細胞を CD45.2、CD115

および Ly6C で染色し、移植した単球における Ly6C 発現を解析した。Pre は移植前のそ

れぞれの単球における Ly6C 発現を示す。Ym1-Venus 陽性単球は赤色、Ym1-Venus 陰性単

球は青色で示す。  

（d-g）定常状態の Ym1-Venus マウスの骨髄から好中球および Ly6C 陽性単球、LPS 投与

を投与した Ym1-Venus マウス骨髄から好中球、Ym1-Venus 陽性（Venus (+)）および陰性

単球（Venus (-)）をセルソーターにより分取し、それぞれの遺伝子発現を比較した。  

（d-f）RNA シーケンスによる網羅的な発現解析結果。（d）Venus (+)と Venus (-)を比較

して、２倍以上差が見られた遺伝子を散布図で示す。（ e）主成分（PCA）解析の解析結

果を示す。（ f）単球 /マクロファージおよび、好中球、M1 マーカー、M2 マーカーにおけ

る代表的な遺伝子の発現をヒートマップで示す。  

（g）RNA シーケンスで差が見られた遺伝子の発現量を定量的 RT-PCR 法により解析し

た。Venus (-)を基準とした遺伝子発現比を示す。エラーバーは SD。  Venus (+)に対する

one-way ANOVA 検定を行った。*P<0.05,  ***P<0.001, ****P<0.0001, n.s., not significant, 

n=3 
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図 5
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図 5. Ym1+Ly6Chi	単球は免疫抑制性の表現型を示す  

LPS 投与（100 µg/マウス）48 時間後の Ym1-Venus マウスの脾臓（ a）または骨髄（b、c）

から Ym1-Venus 陽性（Venus (+)）および陰性単球（Venus (-)）をセルソーターにより分取

し、それぞれの機能を比較した。  

（ a）脾臓から分取したそれぞれの単球を LPS（1 µg/ml）で 24 時間刺激し、上清中のサイ

トカイン濃度を ELISA 法により解析した。エラーバーは SD。Unpaired-T 検定を行った。

*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001, n.s.,  not significant, n=3 

（b）それぞれの単球（4x105 cells）を、直前に LPS（10 µg/マウス）を投与した野生型マ

ウスに移植し、その 4 時間後に血清を回収した。血清中のサイトカイン濃度を ELISA 法

により解析した。  

エラーバーは SD。Paired-T 検定を行った。*P<0.05, n.s.,  not significant, n=4 

（ c）骨髄から分取したそれぞれの単球を LPS（1 µg/ml）で 24 時間刺激し、培養上清を回

収した。野生型マウスの脾臓細胞にそれぞれの培養上清を添加し、CD3/28 抗体で刺激し

た。刺激 72 時間後の脾臓細胞を CD4 と Foxp3 抗体で染色し、制御性 T 細胞（CD4+Foxp3+）

の割合を解析した。Control は単球培養用の培地を添加したものを示す。EMA-CD4+細胞に

対する制御性 T 細胞の割合をグラフに示す。ドットブロット内の数字は Foxp3 陽性細胞

の割合を示す。エラーバーは SD。それぞれの条件に対する one-way ANOVA 検定を行っ

た。**P<0.01,  ***P<0.001, n.s.,  not significant, n=4-6 
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図 6
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図 6（続き）  
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図 6.	DSS 誘導腸炎の回復期に Ym1+Ly6Chi単球が増加する  

Ym1-Venus マウスに 2％DSS 水溶液を 5 日間自由飲水により投与し、Ym1-Venus 陽性細胞

を解析した。	

（a-c）末梢血細胞における Ym-1-Venus の発現を経時的に解析した。（ a）Ly6C 陽性単

球、Ly6C 陰性単球および好中球の Ym1-Venus 発現を示す。Ly6C 陽性単球における

Ym1-Venus 陽性率（b）および細胞数（c）の経時的変化を示す。エラーバーは SD。

naïve（Day 0）に対する one-way ANOVA 検定を行った。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 

****P<0.0001, n.s.,  not significant,  n=3 

（d-f）DSS 飲水開始 9 日後（DSS 飲水中止４日後）の脾臓（d）、骨髄（ e）および大腸（ f）

の各細胞集団における Ym1-Venus 発現を示す。  

フローサイトメトリー解析結果において、赤色のヒストグラムは Ym1-Venus マウス、青

色のヒストグラムは野生型マウスを示す。ゲートとともに示された数字は全体に対する

細胞集団の割合およびフラクション番号、ヒストグラムの数字は Ym1-Venus マウスにお

ける Ym-1-Venus 陽性細胞の割合を示す。  

（g）DSS 飲水開始 9 日後（DSS 飲水中止４日後）に、大腸に浸潤した単球（Ly6Ch iMHCII-）

の Ym1-Venus 陽性分画（Venus (+)）と陰性分画（Venus (-)）をセルソーターにより分取

し、それぞれの遺伝子発現を定量的 RT-PCR 法により解析した。エラーバーは SD。 Paired-

T 検定を行った。*P<0.05, **P<0.01, n.s.,  not significant, n=6-7 
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図 7
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図 7.	Ym1+Ly6Chi単球の消失により腸炎の回復が遅延する  

（ a）Ym1-DTR ターゲティングコンストラクトの概略図を示す。Ym1（Chi3l3）遺伝子の

エキソンは黒塗りの四角形で示す。ヒトジフテリア毒素受容体の cDNA（hDTR）、ネオマ

イシン耐性遺伝子（neo）、および HSV-チミジンキナーゼ（TK）遺伝子は、白抜きの四角

形で示す。Genotyping PCR に使用したプライマーは、プライマー名（a、b および c）とと

もに矢印で示し、予想される PCR 産物は両矢印で示す。  

（b）図に示されたプライマーセットを用いて Ym1-DTR（+/Ym1D T R）マウスおよび野生

型（+/+）マウスの genocyping PCR を行った（野生型配列の検出には a と b、標的配列の

検出には a と c のプライマーセットを用いた。）。  

（ c）Ym1-DTR マウスにジフテリア毒素（DT, 25 µg/kg/マウス）を腹腔内投与し、その

24 および 72 時間後の骨髄細胞における好中球、未熟好中球および単球の割合を解析し

た。  

（d）Ym1-DTR マウスに LPS（100 µg/マウス）を尾静脈投与し、その 24 時間後に DT

（25  µg/kg/マウス）を腹腔内投与した。さらにその 24 時間後の末梢血細胞における好

中球、Ly6C 陽性単球および Ly6C 陰性単球の割合を解析した。  

フローサイトメトリー解析結果において、ゲートとともに示された数字は全体に対する

細胞の割合を示す。  

（e,	f）野生型マウスおよび Ym1-DTR マウスに 2％DSS 水溶液を 5 日間自由飲水により

投与し、その体重変化を示す。DSS 飲水開始 8、10 日後に DT（25 µg/kg/マウス）を腹腔

内投与した。エラーバーは SEM。 two-way ANOVA 検定を行い、2 群間比較した。

*P<0.05, n=7（WT） , n=8（Ym1-DTR）  

（f）DSS 飲水開始 12 日後（DSS 飲水中止 7 日後）の野生型あるいは Ym1-DTR マウスか

ら大腸を摘出し、ホルマリンで固定した。その後パラフィン包埋してから切り出した切

片をヘマトキシリン/エオシン染色し、顕微鏡で観察した。スケールバー、200 µm。対

物レンズ、10 倍。  

（g）野生型マウスに 2％DSS 水溶液を 5 日間自由飲水により投与し、その体重変化を示

す。DSS 飲水開始 8、10 日後（DSS 飲水中止 3、5 日後）に Ly6G 抗体あるいはアイソタ

イプコントロール抗体（ともに 50 µg/kg/マウス）を腹腔内投与した。エラーバーは

SEM。 two-way ANOVA 検定を行い、2 群間比較した。*P<0.05, n=6 
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図 8
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図 8（続き）	 	
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図 8.	Ym1+Ly6Chi単球は単球前駆細胞より分化する  

（ a, b）好中球前駆細胞（GP: Lin-c-Kit+CD16/32+Ly6C+CD115-、2x104 cells）および単球前

駆細胞（MoP: Lin-c-Kit+CD16/32+Ly6C+CD115+、1x105 cells）を野生型あるいは Ym1-Venus

マウス（ともに CD45.2）からセルソーターにより分取し、CD45.1 コンジェニックマウス

に移植した。Lin（CD4、CD8、B220、NK1.1、Ter119、Sca-1、CD11b、Gr-1 および 7/4）。  

（ a）野生型マウスの GP あるいは MoP を CD45.1 コンジェニックマウスに移植した。移

植 48 時間後の末梢血細胞を CD45.1、CD45.2、CD115 および Ly6C で染色し、移植した前

駆細胞の分化能を解析した。  

（b）CD45.1 コンジェニックマウスに LPS（10 µg/マウス）を尾静脈投与し、その 6 時間

後に Ym1-Venus マウスの GP（4x104 cells）あるいは MoP（1.7x105 cells）を移植した。移

植 48 時間後の末梢血細胞を CD45.1、CD45.2、CD115 および Ly6C で染色し、移植した前

駆細胞の Ym1-Venus 発現を解析した。  

（ c）CD45.1 コンジェニックマウスに LPS（10 µg/マウス）を尾静脈投与し、その 6 時間

後に定常状態の Ym1-Venus マウスの骨髄から分取した Ly6C 陽性単球（5x105 cells）を移

植した。移植 14、24、48 時間後の末梢血細胞を CD45.1、CD45.2、CD115 および Ly6C で

染色し、移植した Ly6C 陽性単球の Ym1-Venus 発現を解析した。  

（d）野生型あるいは Ym1-Venus マウスの MoP を 3000 cells/well で、各種サイトカイン存

在下で培養した。72 時間培養し、培養細胞を F4/80 および Ly6C で染色し、各フラクショ

ンの Ym1-Venus 発現を解析した。72 時間培養後の細胞数を（e）に示す。  

 フローサイトメトリー解析結果において、赤色のヒストグラムは Ym1-Venus マウス、青

色のヒストグラムは野生型マウスを示す。ゲートとともに示された数字は全体に対する

細胞の割合およびフラクション番号、ヒストグラムの数字は Ym1-Venus マウスにおける

Ym-1-Venus 陽性細胞の割合を示す。  
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第４章	 考察  
 
	 一般に、組織傷害部位に動員された Ly6Chi 単球は炎症促進性の表現型を示し、炎症の

増悪に寄与すると考えられている。例えば、炎症性腸疾患モデルにおいて、ケモカインレ

セプターの一つである CCR2 を阻害すると、炎症部位への Ly6Chi単球の浸潤が抑制され、

腸炎が改善することが報告されている 25。腎臓傷害モデルでは、CCR2 欠損マウスにおい

て、組織傷害および線維化が抑制されることが報告されている 2 7。これらの知見は、組織

傷害の初期に局所に浸潤する Ly6Ch i 単球が炎症誘発性の機能をもつことを明確に示して

いる。一方で近年、単球が炎症の収束や組織修復にも重要な役割を担っていることが報告

されている。Lucas らは、皮膚損傷モデルにおいて、マクロファージおよび単球を炎症初

期でのみ消去すると、炎症が軽減し瘢痕形成が抑制される一方で、回復期限定的にマクロ

ファージおよび単球を消去すると、創傷組織に重度の出血が起こり、再生の停滞が生じる

ことを示した 28。また、Grainger らは、Toxoplasma gondii 感染により大腸に浸潤した Ly6ch i

単球は、炎症および抗炎症型の両方の表現型を示し、プロスタグランジン E2 を産生する

ことによって好中球の活性化を抑制し得ることを示した 2 9。この T. gondii 感染モデルで

は、上述の現象とは逆に、CCR2 欠損が好中球による過度の粘膜炎症を誘発することから、

炎症部位に浸潤した Ly6ch i 単球が炎症抑制性の機能をもつことが示された。これらの知

見から、傷害部位に浸潤した単球は炎症の促進だけでなく、傷害の原因や時間経過によっ

て、炎症の収束および組織修復に寄与すると考えられる。一般に、このような単球の多面

的な性質は、同細胞の可塑性に起因するものと考えられている。しかし、実際に組織傷害

の炎症期と回復期において、もともと同一の単球が、局所の環境要因に応答して柔軟に性

質を変えるのか、あるいは骨髄で機能の異なる複数の単球サブセットが産生され、それら

が状況に応じて傷害部位に浸潤するのかは、これまで明らかになっていなかった 5。  

	 本研究で我々は、Ym1 発現細胞を可視化するマウスを解析することで、Ly6ch i単球の新

規サブセットを同定した。この細胞は、骨髄での単球の分化段階から存在し、Ym1 陰性

Ly6ch i 単球と比較して、より強い免疫抑制能を示した。定常状態では、Ym1 陽性細胞は

Ly6ch i単球のわずか 5％程度だったが、組織傷害の回復期に劇的に増加し、炎症の収束や

組織修復に重要であることが分かった。このことは、骨髄での分化段階で、機能の異なる

単球サブセットが生じ、この細胞が組織傷害の回復期に局所に浸潤するという説を強く

支持している。  

	 感染等により炎症が起こると、好中球や単球といった骨髄球系細胞に対する需要の高

まりに応じて、骨髄では、定常時とは異なる細胞分化や末梢への細胞動員がみられること

が知られている 3 0。例えば、種々の細菌感染モデルでは、感染時に血清中の G-CSF 濃度

が増加し、これが骨髄に作用することによって好中球産生の増加が起こることが報告さ

れている 3 1。さらに、産生された G-CSF は造血幹細胞（HSC）の骨髄から末梢血中への
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動員も誘導する 3 2 ,33。Petit らは、G-CSF が骨髄における stromal cell–derived factor 1 (SDF-

1) 産生を減少し、CXCR4 発現を増加することで、末梢血中への HSC 動員を誘導するこ

とを示した 34。また、定常時の好中球産生は C/EBPα により制御されるが、C. albicans 感

染モデルでの好中球産生の増加は C/EBPβ が制御することが示されている  3 5。一方で、L. 

monocytogenes 感染モデルでは、骨髄での単球産生の増加が誘発されることが知られてい

る 3 6。Serbina らは、この感染モデルにおいて myeloid differentiation primary response protein 

88（MyD88）欠損マウスでは、骨髄での単球産生が減少することを明らかにし、 L. 

monocytogenes 感染時の骨髄における単球の増加には TLR シグナルが重要であることを

示した 3 7。これらの知見は、炎症時に局所で産生されたサイトカインや微生物由来因子が

骨髄に作用し、血球分化や炎症部位への細胞動員に影響を与えることを示している。本研

究で我々は、炎症の急性期ではなく、回復期になってから Ym1 陽性単球の増加がみられ

ることを明らかにした。このことは、敗血症誘導モデルおよび DSS 腸炎モデルの回復期

に局所で生じた何らかの因子が、骨髄での Ym1 陽性単球への分化を誘導している可能性

を示唆している。本研究の in vitro での単球前駆細胞実験から、IL-3 あるいは GM-CSF 添

加により Ym1 陽性細胞が出現したことから、IL-3/GM-CSF シグナルが Ym1 陽性細胞への

分化を制御することが示唆されたが、生体内での分化誘導因子の同定にはさらなる解析

が必要である。  

	 本研究で我々は、炎症の回復期に Ym1 を発現する免疫制御性の単球が増加することを

見いだしたが、その遺伝子発現解析から、同細胞の性質が採取部位により異なることを明

らかにした。すなわち、骨髄から分取した Ym1 陽性単球の遺伝子発現解析では、特徴的

なサイトカイン遺伝子の発現はみられなかったが、その細胞を in vitro で LPS 刺激をした

場合や、腸に浸潤した Ym1 陽性単球では炎症抑制性のサイトカイン発現が見られること

が分かった。これらの結果は、骨髄で分化した Ym1 陽性単球が炎症部位に浸潤し、刺激

を受けることで初めて炎症抑制性の表現型を獲得することを示している。Ly6Ch i 単球は

存在する環境因子に応答し、その表現型を変化することが知られている。Zigmond らは

DSS 腸炎誘導モデルにおいて、炎症部位に浸潤した Ly6Ch i単球は TLR2 や Nod2 シグナル

を介して炎症促進性の表現型を獲得することを示した 2 5。また、Seo らは同炎症モデルに

おいて、炎症時の大腸において Ly6Ch i 単球が腸に浸潤した後に、腸内細菌の刺激を受け

ることで IL-1b産生等の炎症促進型のフェノタイプに変化することを示した 3 8。また、

Okabe らおよび Gundra らは、は、腹腔局所で産生されるレチノイン酸およびビタミン A

が、転写因子の発現を制御する等の作用により、腹腔マクロファージの組織特異的な機能

の獲得に寄与することを報告している 39 ,4 0。これらの報告はいずれも、単球およびマクロ

ファージが、局所の環境因子に応答し、柔軟に表現型を変える能力を有していることを示

している。Ym1 陽性単球による炎症抑制機構を完全に解明するためには、骨髄における

分化機構だけでなく、炎症部位において、最終的に同細胞の表現型を規定する分子機構を
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明らかにすることが重要である。  

	 本研究で我々が同定した Ym1 陽性単球と類似の形質を有する細胞として、骨髄由来免

疫抑制細胞（MDSCs）が知られている 41。マウスの MDSCs は CD11b+Gr-1+細胞として定

義 さ れ 、 さ ら に CD11b+Ly6Cl oLy6G+の 好 中 球 様 の 表 現 型 を 示 す G-MDSCs と 、

CD11b+Ly6Ch iLy6G–の単球様の表現型を示す M-MDSCs の二つに大別される。G-MDSCs は

ROS、M-MDSCs は NO を産生し、T 細胞の増殖を抑制することで免疫抑制作用を示す  4 2。

MDSCs は担癌マウスや感染モデルマウスでみられ、免疫細胞による癌細胞への攻撃を抑

制することで癌細胞の増殖を助けると考えられてきた。そのため、これまで MDSCs は癌

の治療ターゲットとして注目されてきたが、マーカーが乏しいことからその研究は難航

していた。本研究より、CD11b+Ly6Ch iLy6G–サブセットの中でも CD115+Ym1 陽性細胞が

より強い免疫抑制能を示すことが明らかになった。これらの知見から、Ym1 陽性単球が

癌の新規治療ターゲットとして有用な可能性があり、今後は担癌マウスにおける Ym1 陽

性単球の解析も行いたいと考えている。  
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