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主に骨髄で行われる成体の造血と異なり，胎生
期には，卵黄囊や大動脈など複数の器官が造血機
能を有している。この事実はよく知られている
が，なぜ造血が複数の器官で起こる必要があるの
か（あるいは理由などないのか）は古くからの謎で
あった。近年筆者らは，胚発生期の一時的に，心
内膜も血球細胞産生機能を持つことを発見し 1），
心臓で起こる造血の大半を占めるマクロファージ
は，心臓弁の成熟に必須な細胞集団であることを
明らかにした 2）。これは，胎生期の一時的局所的
な造血機能が，その局所組織の形態形成を担うマ
クロファージの産生に重要であることを証明した
初めての報告である。

Ⅰ　胎生期心内膜は血球産生能を有する

胎生期の心臓が造血能を持つことは，ハエの心
臓原基で確認されている。そこで筆者らは，脊椎
動物でも同様の現象が保存されていると考え，マ
ウス胎児心臓の造血能を ex vivo で検討した。循
環血の混入を避けるため，心拍による体循環が始
まる前の胎生 8.0 日齢（体節数 1-5）マウス胚，お
よび NCX1 遺伝子欠損による心臓拍動欠如モデ
ルマウス胚から心臓・傍大動脈内臓葉・卵黄囊を
それぞれ単離して器官培養を行い，造血コロニー
形成アッセイで血球細胞分化能の有無を解析し

た。その結果，既に造血器官として知られている
傍大動脈内臓葉・卵黄囊と同様に，心臓の器官培
養からも血球コロニー形成が観察され，心臓にも
造血能があることが証明された（図 1A）。

次に心臓内の血球産生部位を特定するため，血
球前駆細胞の表面マーカーである CD41 の局在を
胎生 9.5 日齢の心臓内で解析した。すると，流出
路と心房における内皮細胞（CD31 陽性内皮細胞）
の一部が CD41 を発現しており，心臓での血球産
生は心内膜で起こっていると考えられた（図 1B，
C）。更に詳細な解析から，CD31 CD41 二重陽性
血球産生型心内膜は図 1D のように分布しており，
胎生 9.5-11.0 日齢の流出路と房室管の心内膜床

（endocardial cushion）部分が主であった。また，
この造血機能は転写因子 Nkx2-5 や Isl1，更に
Runx1 に制御されていることが確認された 1）。

Ⅱ　血球産生型心内膜の活性は弁形成の
始まりと時間的・空間的に一致する

前項で述べたとおり，心内膜細胞の血球産生能
は主に胎生 9.5-11.0 日齢の心内膜床部分に認めら
れることが確認されたが，なぜ血球産生心内膜は
この時期にこの場所で活性化する必要があるのだ
ろうか？　筆者らは，それが弁形成の開始と一致
していることに着目した。この時期，心内膜床の
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細胞は内皮間葉転換によって間葉系細胞に変化
し，この間葉系細胞の集簇により細胞に富んだ厚
い初期の弁が形成される。そして胎児期や新生児
期を経て，細胞成分に乏しい薄い成熟した弁へ変
化していく。この成熟の過程において，弁原基に
はアポトーシス細胞が確認されているが 3），これ
らアポトーシス細胞がどのように除去されていく
のかはいまだ明らかになっていない。心内膜にお
ける血球産生がアポトーシス細胞出現の直前に起
こることから，筆者らは，弁のリモデリングを担
う心臓組織定住マクロファージが血球産生型心内
膜細胞に由来すると考えた。

Ⅲ　血球産生型心内膜からは 
マクロファージが産生される

第Ⅱ項で述べた仮説を証明するため，まずは血
球産生型心内膜からマクロファージが産生され得
るかを確かめた。第Ⅰ項と同様に胎生 8.0 日齢と
NCX1 遺伝子欠損マウス胎生 10.5 日齢のマウス
胚から心臓・傍大動脈内臓葉・卵黄囊・脳それぞ
れを器官培養し，造血コロニー形成アッセイを
行った。脳以外すべての組織由来細胞から血球コ
ロニーが産生されたが，傍大動脈内臓葉・卵黄囊
に比して，心臓由来細胞からはマクロファージが
有意に多く産生されていた（図 2A）。以上より，
胎生 8.0-10.5 日齢の心臓からはマクロファージ
が産生されることに加え，この時期の心臓（心内

図 1　胎生期の心内膜における造血能
A. 胎生 9.5 日齢における血球コロニー形成能を，心臓，傍大動脈葉，卵黄囊からの器官培養で，正常マウス胚，および
NCX1 遺伝子欠損による心拍動欠如モデルマウス胚で比較したグラフ。
B. 胎生期心内膜における造血能の模式図。
C. 胎生 9.5 日齢心内膜の造血能を示す免疫組織染色。
D. 胎生期心内膜および傍大動脈葉における造血能の模式図。
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膜）は他の造血部位に比べてマクロファージ産生
に富んでいることが示唆された。

次に Nfatc1 をマーカーとして心内膜細胞の系
譜解析を行うことで，心内膜由来マクロファージ
の同定を試みた。Nfatc1 は胎生 9.5-13.5 日齢の
心内膜に特異的に発現しており，Nfatc1-Cre 
knock-in マウスを用いた心内膜細胞標識は感度
と特異度に優れているため，心内膜の系譜解析に
汎用されている 4）。Nfatc1Cre/＋；R26  reporter/＋マウ
ス心臓において，CD45＋CD11b＋F4/80＋をマクロ
ファージと定義し，そのなかに lineage 陽性細胞

（心内膜由来）が存在するかどうかをフローサイ
トメトリー法で解析した。

CD45＋CD11b＋F4/80＋lineage＋細胞は最も早い
時期では胎生 9.5 日齢から心臓内に確認されたも
のの，その時期の卵黄囊・傍大動脈内臓葉・肝臓・
血液には確認されなかったことから，他臓器由来
でなく心内膜自体から発生するマクロファージ

（心内膜由来心臓組織定住マクロファージ，endo-

carcially derived cardiac tissue macrophage；
EcTM）と考えた。胎生期には心臓内マクロ
ファージ全体の 2.6-17.4％が EcTM であり，生
後も更にその割合は増え続け，成体では 37.9％
が EcTM となっていた（図 2B）。

更に，Nfatc1Cre/＋；R26 reporter/＋マウス心臓内に
お け る Csf1 r，CD68，CD206，F4/80（ マ ク ロ
ファージマーカー）発現を調べることで，心臓内
における EcTM の主な存在領域を確認した。胎
生 10.5 と 13.5 日齢の心内膜床部分には心内膜由
来細胞を示す lineage 陽性細胞が集簇しており，
そのなかの一部は Csf1r 陽性であった（図 2C 赤矢
印）。EcTM は一様に心内膜層直下に認められ，
心内膜からマクロファージへ分化したのちに組織
内部へ侵入していくことが示唆された。心臓全体
を観察すると，胎生期には心内膜床と心房領域，
生後から成体にかけては大動脈弁と僧帽弁領域に
EcTM が多く確認された。

以上より，他組織からではなく心内膜自体から
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図 2　心内膜由来組織定住マクロファージの存在とその機能
A. 左：胎生 8.0 日齢の心臓由来細胞から産生されたコロニー。右：左側コロニーから採取した細胞の CD68 免疫蛍光染色
と May-giemsa 染色。
B. 心臓組織定住マクロファージ内に占める割合とその経時的推移。
C. 胎生 10.5 日齢と胎生 13.5 日齢の心内膜床部分における EcTM の分布を示す免疫蛍光染色。
D. 上：Phagocytosis assay の写真。下：EcTM と non-EcTM における貪食能の比較。
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産生されるマクロファージの存在が明らかにな
り，それらが心臓内，特に弁領域に多く存在して
いることが確認された。

Ⅳ　心内膜由来マクロファージは 
強い貪食能を有する

次に，EcTMの機能的特徴を解析した。古典的
にマクロファージは M1（炎症性）と M2（抗炎症
性・組織修復）に分けられるが，EcTM は Ly6Clow 
CD206＋という M2 マクロファージの特徴を示し
ていた。また，より詳細な心臓マクロファージ分
類 5）を用いると，Ly6Clow MHCIIlow という貪食作
用の強いマクロファージの特徴を示していた。
RNA シークエンス解析を用いて，EcTM と心内
膜由来ではない一般的な心臓組織定住マクロ
ファージ（non endocardially derived cardiac tis-
sue macrophage：non-EcTM）の機能的特徴を比
較すると，EcTM には抗原提示・ライソソーム・

ファゴソームに関連する遺伝子が non-EcTM に
比べて有意に多く発現していた。更に，貪食活性
解析を用いて貪食能の比較を行うと，EcTM は
non-EcTM に比べて有意に貪食能力に優れてい
た（図 2D）。

以上より，EcTM の機能的特徴として，強い
貪食能力を持つことが示された。

Ⅴ　心内膜由来マクロファージは弁発生
に必須な細胞である

第Ⅱ項で述べた「心内膜由来のマクロファージ
が弁のリモデリング過程で生じた不要な細胞の除
去を担っている」という仮説に対して，心内膜か
らマクロファージが産生されることが第Ⅲ項で，
そのマクロファージの機能的特徴が強い貪食能力
を有することが第Ⅳ項で示された。そこで最後
に，EcTMが弁形成において必須なマクロファー
ジであるかどうかを調べた。

図 3　EcTM 欠損マウス弁における形態学的・分子病態学的変化
A. Wild type と EcTM 欠損マウスの大動脈弁と僧帽弁。上：Hematoxylin-eosin 染色。下：Pentachrome 染色。
B. Wild type と EcTM 欠損マウスの大動脈弁における筋線維芽細胞の分布を示す免疫蛍光染色。上：胎生 15.5 日齢。 
下：生後 1 日。
C. 生後 1 日目の Wild type と EcTM 欠損マウスの大動脈弁と僧帽弁領域における TUNEL 陽性細胞の比較。
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Colony-stimulating factor 1（Csf1r）はマクロ
ファージに発現する細胞表面受容体の一つであ
り，マクロファージの生存・分化・増殖に中心的
な役割を果たしている。そして，Csf1r のノック
アウトマウスではマクロファージの欠如が確認さ
れている 6）。そこで EcTM のみを特異的に欠如す
る Nfatc1 cre/＋；Csf1rfl/fl マウスを作製した。

Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウスはコントロールマウ
スに比べて，離乳期前死亡が有意に多かった。離
乳期前に死亡に至らなかった Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl

成体マウスの心臓は拡大しており，大動脈弁では
細胞成分と弾性線維成分の異常増殖を伴う弁肥厚
を，僧帽弁では細胞成分と膠原線維/ムチン成分
の異常増殖を伴う粘液腺腫様変化を呈しており，
弁形成過程におけるリモデリング異常が示唆され
た（図 3A）。

次に，Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウスの弁形成過程
における異常出現時期を調べた。生後 1，8，28
日齢で観察を行うと，明らかな弁肥厚は生後 8 日
齢から認められた。しかし，弁内のα-Smooth 
muscle actin（α-SMA）と vimentin 発現を調べる
と，Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウス胎生 15.5 日齢で
は既にα-SMA と vimentin 両方を発現している細
胞がコントロールに比べて有意に多く認められた

（図 3B）。正常な弁形成の過程では速やかに線維

芽細胞に変化していく筋線維芽細胞が，EcTMの
欠如によって弁内に長期間存在し続け，余剰な細
胞外マトリックスを産生し続けていることが示唆
された。また，Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウス生後 1
日齢の弁内には TUNEL 陽性細胞が有意に多く認
められ，EcTM欠如により不要なアポトーシス細
胞が除去しきれない状態に陥っていることも示唆
された（図 3C）。つまり，形態学的変化が認めら
れる前の段階でも，弁内では既に遺伝子発現の変
化は始まっており，その結果としてその後に細胞
成分や細胞外マトリックス成分の異常増殖を伴う
弁肥厚に至ることが考えられた。

Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウスの他の臓器において
はコントロールと比べて明らかな異常は認められ
なかった。また，Nfatc1cre/＋；Csf1rfl/fl マウスの心
臓は，EcTM が欠如している分，non-EcTM の
数を増やすことでコントロールと同程度のマクロ
ファージ数を保っていた。それにもかかわらず，
弁形成異常を来しているという事実から，EcTM
は弁形成において必須なマクロファージであり，
その機能は non-EcTM では補いきれない心臓特
異的な機能を有している細胞集団であると考えら
れた。

今回の内容をまとめると図 4 のようになる。胎
生 9.5 日齢より活性化される血球産生心内膜の役
割は，弁形成に必須な心臓組織定住マクロファー
ジを産生することである。これらマクロファージ
は，弁のリモデリング過程で生じる不要な細胞を
貪食しながら弁の成熟を促しており，その機能は
他のマクロファージでは代用できない。以上よ
り，当初筆者らが立てた仮説は正しいことが証明
された。

おわりに

これまで組織定住マクロファージの起源は，卵
黄囊および胎児肝に生着した卵黄囊由来の造血
幹・前駆細胞であると考えられてきた。今回筆者
らは，心臓弁のリモデリングに必要なマクロ
ファージの一部は心臓自体で形成されることを明
らかにした。この発見は組織定住マクロファージ
研究に 2 つの大きな方向性を示すものである。1
つめに，本研究は局所の造血メカニズムに依存し
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図 4　 弁形成における心内膜由来組織定住マクロファージ
の役割を示した模式図
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た局所形態形成メカニズムの最初の例であり，他
の臓器・器官にも同様のメカニズムが存在する可
能性があること。2 つめに，本研究は先天性心疾
患の一部がマクロファージ欠損に起因する可能性
を示した最初の例であること。今後の更なる研究
の発展に期待したい。
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