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iPS細胞由来原始マクロファージ様細胞分化誘導法の開発とその可能性

高田 和幸

1. はじめに

約130年前，Matchnikoffは生体内で異物貪食機能を有す
る細胞を発見し，マクロファージ（大食細胞）と命名し
た．以後，全身の臓器・組織に分布するマクロファージ
は死細胞の貪食除去や組織恒常性に働き，一方では生理活
性物質を産生して微生物感染から第一線で身体を防御する
自然免疫の代表的細胞として知られている．近年，この自
然免疫を担う骨髄単球由来マクロファージの炎症・免疫応
答反応のみならず，臓器発生や組織恒常性維持に働く組織
（常在型）マクロファージの研究も進み，fate mapping技術
によりこれらマクロファージの発生起源がまったく異なる
ことが証明された．さらに，微小環境に依存したエピジェ
ネティック制御の解明も進み始め，マクロファージの「多
様性」に関する研究が現在注目されている．このマクロ
ファージの微細な変化を網羅的かつ包括的に捉える研究の
発展に，培養系モデルは必須である．しかし，組織からの
単離や初代培養では，実験効率と細胞収率の面で問題があ
り，さらにヒト由来サンプルの入手は倫理面でも困難であ
る．また，骨髄細胞や血中単球から分化誘導して得られる
マクロファージは単球由来マクロファージの培養系モデル
であり，細胞株はがん化細胞であることを再認識しなけれ
ばならない．
本稿では，近年解明されたマクロファージの発生起源に

ついての知見と，これまでのマクロファージ培養系モデル
について概説する．また，我々のグループを含め，近年発
表された多能性幹細胞からのマクロファージへの分化誘導
技術について，その新たな培養系モデルとしての意義なら
びに可能性を紹介する．

2. 造血とマクロファージの発生

哺乳類において，マクロファージや単球を含む血球系細
胞は，大きく三つに分かれる連続した造血により生み出さ
れ，それぞれ順に一次造血（primitive hematopoiesis），一
過性二次造血（transient definitive hematopoiesis），および二
次造血（definitive hematopoiesis）と呼ばれる（図1）1）．一
次造血の場は，胎生期に存在する胚体外組織である卵黄嚢
が担い，一過性二次造血では胎仔肝へとその場が移動す
る．この時期とオーバーラップしながら同じく胎仔肝で二
次造血が始まるが，この二次造血の場は出生直前に骨髄へ
と移される．
造血の場には血球系細胞を生み出す前駆細胞が存在し
ており，マウスの一次造血では卵黄嚢において胎生7日
目（E7）から赤血球系骨髄系前駆細胞（erythro-myeloid 
progenitors：EMPs）が発生し，主に赤血球，巨核球および
原始マクロファージ（primitive macrophage）を生み出す．
一次造血の特徴として，原始マクロファージが単球を経ず
にEMPsから直接発生することが知られる．この卵黄嚢で
生まれた原始マクロファージは，血液脳関門の形成前の
脳や全身の各組織へと移動して生着する．また，E8.5のマ
ウス卵黄嚢ではさらに第二波となるEMPsが発生し，この
EMPsは卵黄嚢から胎仔肝へとE9.5ごろに移動して一過性
二次造血を開始する．この一過性二次造血では，単球（fe-
tal liver monocyte）がE12.5ごろに作られ，血流に乗って各
臓器内に浸潤してマクロファージとなるが，先に生着する
原始マクロファージを置換しながら数的にも優位になって
組織マクロファージへと成熟していく．しかし，このころ
には脳では血液脳関門が形成されており，脳への単球の侵
入はほとんどない．すなわち，脳の組織マクロファージで
あるミクログリアに関しては，ほぼ卵黄嚢で発生した原始
マクロファージがその起源となる 2, 3）．上記の組織マクロ
ファージは，それぞれの微小環境下で成熟し，各組織特有
の機能を獲得しながら組織の恒常性維持に関わり，自己増
殖とメンテナンスを繰り返すことで常在型マクロファージ
として生着し続ける 4）．
一方，マウス大動脈‒性腺‒中腎（aorta‒gonad‒mesoneph-

ros：AGM）領域ではE9からE10.5にかけて造血幹細胞（he-
matopoietic stem cells；HSCs）が発生し，このHSCsが胎仔
肝へと移行して二次造血を開始する．HSCsは出生直前に
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胎仔肝から骨髄へと移行し，生涯にわたって全系列の血液
系細胞を全身に供給していく．この二次造血でHSCsから
作られる単球は，血中より病原性微生物の感染や障害性
シグナルに応答して組織に浸潤し，マクロファージとなっ
て炎症反応に寄与するが，比較的短命の細胞であると考
えられている．上記のように，マクロファージはすべての
造血ステージにおいて発生し，全身の組織に存在するが，
EMPsやHSCsなどの細胞起源ならびに生着先の組織特有
の微小環境によってまったく性質を異にするマクロファー

ジへと成熟する．

3. これまでのマクロファージの培養系モデル

上記のマクロファージ発生の概要が明らかになったのは
近年のことであり，約50年前には「すべての組織マクロ
ファージは末梢血単球由来である」とする単核球系貪食細
胞システム（mononuclear phagocyte system：MPS）が提唱
されていた 5）．そこで，これまでには骨髄細胞中のHSCs

図1 マクロファージの発生と培養系モデル
マクロファージは一次造血，一過性二次造血，二次造血という連続する造血により発生する．発生起源となる前
駆細胞は異なり，それぞれ卵黄嚢での第一波のEMPs, 第二波のEMPsならびにAGM領域で発生するHSCsである．
第一波のEMPs由来マクロファージは転写因子のMYB非依存的に発生し，第二波のEMPs由来マ クロファージは
MYB依存的である．一次造血の卵黄嚢で作られる原始マクロファージは単球の過程を経ずに発生し，全身の組織
にいったん生着するが，その後の第二波のEMPsが胎仔肝に移行して発生する胎仔肝単球由来のマクロファージに
徐々に置き換わる．このとき，脳では血液脳関門が形成され胎仔肝単球は浸潤できないため，脳ミクログリアの起
源はほぼ卵黄嚢の第一波のEMPs由来原始マクロファージである．一方，AGM領域ではHSCsが発生し，胎仔肝に
移行して二次造血が開始される．出生直前にHSCsは骨髄に移行して，その後生涯にわたって全身の全血球系細胞
を供給する．HSCsからは単球が生まれ血中を巡回し，感染や炎症が発生した部位へと浸潤してマクロファージへ
と分化し，免疫・炎症に寄与する．図の下部にはそれぞれの造血に対応するマクロファージの培養系モデルを示し
ている．赤枠が近年開発された多能性幹細胞由来原始マクロファージであり，さまざまな組織特異的微小環境に応
じて相応の組織マクロファージ様細胞に成熟すると考えられる．しかし，一次造血の特徴が強く，脳ミクログリア
以外の組織マクロファージへの応用には胎仔肝からのシグナルを含めてその後の微小環境刺激を与えることでより
忠実な培養系モデルになる可能性がある．AGM：aorta‒gonad‒mesonephros, EMPs：erythro-myeloid progenitors, ES：
embryonic stem, HSCs：hematopoietic stem cells, iPS：induced pluripotent stem.
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や単球，特にヒトについては末梢血の単球をマクロファー
ジへと分化させた培養系モデルが用いられてきた．また，
不死化細胞株も多用され，急性単球性白血病患者から単離
されたTHP1細胞株や，マウス白血病ウイルスを感染させ
たBALB/cマウス腹水から単離されたRAW264.7細胞株が
よく知られる．これらは，細胞株の無限かつ高い増殖能や
均一な遺伝的背景から多用されているが，細胞株のがん細
胞としての性質や，継代で蓄積する遺伝子変異による形態
や性質の変化は無視できず，また，遺伝的背景が均一なク
ローンであるがゆえに生体内でのマクロファージの不均一
性（heterogeneity）や多様性の再現には適さないかもしれ
ない．さらに，ほとんどの組織マクロファージの起源が胎
仔肝EMPs由来の単球であることがわかった現在，上記の
骨髄HSCs由来の細胞が，どの程度組織マクロファージの
性質や機能を再現できるのかは不明である．
一方，対照とする組織から細胞を単離する初代培養系も

用いられる．その例として脳のミクログリアを取り上げて
みると，1980年に開発されたミクログリアの初代培養法
が現在でも用いられている．しかし，実験効率や細胞収率
の低さ，毎回必用となる実験動物，初代培養のためのヒト
脳入手はきわめて困難であることなど，多くの制限を有
している．さらに，組織から細胞を単離することで生じる
微小環境の変化により，ミクログリア特有の遺伝子発現パ
ターンが大きく崩れることも報告されている 6）．ミクログ
リアの細胞株として，BV2細胞，N9細胞やMG5細胞など
が樹立されており，ヒト胎児の初代培養ミクログリアから
はHMO6細胞なども樹立されている．しかし，この細胞
株についても単球細胞株と同様の問題を有しており，さら
にBV2細胞株などでは初代培養ミクログリアと比較した
場合，エピジェネティック制御に関わる遺伝子発現に違い
が認められている 7）．すなわち，組織特有の微小環境から
受けるエピジェネティック制御を株化細胞がどこまで忠実
に再現できるのかという懸念も生じている．
この問題を補うマクロファージの培養細胞系モデルに

求められる条件は1）細胞起源が同じであること，2）が
ん化せずに細胞株のような無限の増殖能を有すること，3）
微小環境によるエピジェネティック制御を忠実に再現でき
ること，と考えられる．

4. ES細胞／iPS細胞から原始マクロファージの分化誘
導法の開発

我々の報告（図2）8）も含め，2016年から2017年にか
け，マウスやヒトのES（embryonic stem）／iPS（induced 
pluripotent stem）細胞からの一次造血を模倣したマクロ
ファージへの分化誘導技術の開発が相次いで発表され
た 9）．ES細胞や iPS細胞は無限の増殖能を有するが，我々

は，マウスやヒト iPS細胞から誘導したこのマクロファー
ジのことを iMacsと名づけた（図2）．この多能性幹細胞か
らマクロファージへの誘導法は各グループならびに幹細胞
の由来（マウスまたはヒト）によって異なるものの，原理
としてはほぼ共通する三つのステップで構成される．第一
のステップは，造血発生を担う中胚葉を誘導し，さらに血
液細胞と血管内皮細胞の共通祖先となるhemangioblastを
誘導することである．この目的のため中胚葉の誘導に必須
である骨形成因子4（BMP4）や，hemangioblastを誘導す
るための線維芽細胞増殖因子2（FGF2）やactivin A等を添
加している 10）．我々は，無血清かつフィーダーフリー培
養条件でのヒト iPS細胞における中胚葉系への誘導をより
確実なものとするために，その促進作用を有するWntシグ
ナル活性化因子（CHIR99021）11）を加えた．第二ステップ
はhemangioblastからの造血系前駆細胞の誘導であり，血
管内皮増殖因子（VEGF），幹細胞因子（stem cell factor：
SCF）やインターロイキン（interleukin：IL）-3といった造
血サイトカインを添加する 12）．さらに，Wntシグナルの抑
制によって一次造血を優位に誘導するため 13），また，マク
ロファージへの最終的な分化に必須となるCSF-1受容体の
発現促進のために 14），我々はそれぞれDKK1（Dickkopf-1）
や IL-6を加えた．第三ステップでは，マクロファージへの
分化や培養維持に必須となるCSF-1, CSF-2や IL-34を培地
に加え最終的に iMacsを誘導する．
おおむねこの三つのステップで構成されるマクロ
ファージについての各グループの解析結果をまとめると，
CD235a, CD41, VE-cadherinやc-kitといった一次造血マー
カーの発現 13）が誘導過程で捉えられることや，卵黄嚢の
第一波EMPsから発生する原始マクロファージと同様に転
写因子のRunx1（Runt-related transcription factor 1）依存的
かつMYB非依存的なマクロファージの発生 15）が確認され
ている 16）．また，我々の解析でもマウス iMacsの発生過程
で単球マーカー（Ly6c）の発現が認められず，網羅的遺伝
子発現解析では骨髄細胞由来マクロファージと比べても卵
黄嚢や胎仔脳内のマクロファージと非常に類似したポピュ
レーションであることが確認できている 8）．このように，
ES細胞／iPS細胞由来マクロファージの分化誘導では，生
体での卵黄嚢における第一波のEMPs由来の原始マクロ
ファージの発生が再現されることが示唆されている．

5. ミクログリアへの分化誘導

我々は，iMacsの脳の微小環境下での性質変化を解析す
る目的で，iMacs作製に用いた iPS細胞から神経細胞も誘
導して共培養を試みた 8）．その結果，共培養の日数が進
むにつれ iMacsは細長い突起を多数伸ばし，生後脳でみら
れるラミファイド型ミクログリア様の形態へと変化した．
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iMacsはこの突起を常に動かし，神経細胞と物理的にコン
タクトしていることや，神経障害部位にこの突起を伸ばす
など，生体脳でみられるミクログリアの動きそのもので
あった．また，共培養 iMacsではミクログリア特有のマー
カー遺伝子の発現がみられ，網羅的遺伝子解析ではE12.5
から生後3日のマウス脳から単離したミクログリアの中間
程度に成熟していることがわかった．我々はこの共培養後
の細胞を iMicrosと名づけた（図2）．他グループもサイト
カインのさらなる添加や，iPS細胞由来アストロサイトや
ラット初代培養神経細胞ならびに三次元脳オーガノイドと
の共培養により，それぞれ程度の差はあるものの，多能性
幹細胞から誘導した原始マクロファージからのミクログリ
ア様の細胞への成熟を示している 9）．

また我々は，肺胞蛋白症モデルマウスの肺にマウス
iMacs移植を試みた結果，iMacsは肺胞マクロファージ特
有のマーカータンパク質の発現を伴って生着し，本来の肺
胞マクロファージが担う肺サーファクタント代謝にも寄与
できることを見いだした 8）．このように，iMacsは脳以外
の微小環境でもそのシグナルに応じ，生着先の組織マクロ
ファージ特有の性質を獲得できるようである．しかし，脳
ミクログリア以外の組織マクロファージは，最終的には
MYB依存的に卵黄嚢の第二波で発生するEMPsを起源と
する胎仔肝単球由来のマクロファージにほぼ置き換わっ
ている 3）．胎仔肝が発生したすぐ後に第二波のEMPsが出
現することを考慮すると，そもそも卵黄嚢での第一波と第
二波のEMPsは元来同じ細胞であり，胎仔肝の影響を受け

図2 iPS細胞からの iMacsおよび iMicrosへの分化誘導
（A）マウス iPS細胞およびにヒト iPS細胞からの iMacs（原始マクロファージ）への我々の分化誘導プロトコール 8）．
無血清培地を用いてサイトカインや化合物を用いて中胚葉（hemangioblast），造血系細胞，iMacsへと順に分化誘
導する．ヒト iPS細胞からの分化誘導においては，中胚葉系への誘導を確実にするためにWntシグナル活性化因
子（CHIR99021）を加えた．また，一次造血を優位に誘導させる段階ではWntシグナルの抑制因子DKK1（Dick-
kopf-1）を添加し，マクロファージへの最終的な分化に必須となる colony-stimulating factor-1（CSF-1）受容体の発現
促進には IL-6を加えた．FGF：fibroblast growth factor, BMP：bone morphogenetic protein, VEGF：vascular endothelial 
growth factor, SCF：stem cell factor, IL：interleukin. （B）Green fluorescent protein（GFP発現）マウス iPS細胞，iMacsお
よび iMicrosの細胞像．マウス iPS細胞を上述の方法により iMacsまで分化誘導し，さらに同じ iPS細胞由来の神経
細胞との共培養により iMicros（ミクログリア様細胞）に分化誘導している．iMacsおよび iMicrosの像はGFPの蛍光
シグナルにより検出している．
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たものが第二波のEMPsなのかもしれない．この第二波の
EMPs発生の詳細がさらに明らかとなり，その知見をES細
胞／iPS細胞由来原始マクロファージの分化誘導法に適応
できれば，脳以外の組織マクロファージをより忠実に再現
する培養系モデルとして利用範囲が広まるものと考えられ
る．

6. おわりに

組織マクロファージの起源の概要が解明され，一方で
は微小環境から受けるエピジェネティックな制御の理解
が急速に進んでいる．さらに時空間依存的な組織マクロ
ファージの不均一性までもが現在の研究技術で解析できる
ようになり，ミクログリアではマウスですくなくとも13
種類，ヒトでは7種類のサブポピュレーションの存在が示
された 17）．このような組織マクロファージの生態や機能
制御が明らかになるたびに，その複雑かつ緻密な制御に驚
かされる．今後のマクロファージの研究は，ますます高い
精度の解析が求められることは間違いなく，生体内の組織
マクロファージをより忠実に再現できる培養系モデルの必
要性も高まる．今回紹介したES細胞／iPS細胞由来原始マ
クロファージは，少なくともミクログリアに関してその起
源をより忠実に再現し，また共培養をはじめ微小環境を自
在に設定できる点で今後の研究ニーズに応えうる新たなブ
レークスルーといえよう．卵黄嚢での第一波ならびに第二
波EMPsの発生制御機構が理解され，ES細胞／iPS細胞由
来マクロファージの分化誘導法の更なる改善に応用できれ
ば，ほぼ全身の組織マクロファージに対するより忠実な培
養モデルとなりうる．このモデルに，CRISPR-Cas9や三次
元オーガノイドなどの最新技術ならびにこれまでの二次造
血由来の単球／マクロファージ培養モデルを適材適所で組
み合わせることで，より深くより正確な組織マクロファー
ジの生態機能の解明につながり，マクロファージが関連す
るさまざまな全身の疾患の発症機序の理解と新たな治療法
の開発に大きく貢献できることが期待される．
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