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研究成果の概要（和文）：肺がんに対する薬物療法、特に血管新生阻害薬の耐性化機序として重要な線維細胞に
関する研究を進め、線維細胞の作用を調節したり、線維細胞を目印にすることにより有効な治療法を開発するこ
とを目的に研究を行った。血管新生阻害薬に耐性となった肺がん患者の末梢血には線維細胞が増加しておりマー
カーとなる可能性が示唆された。線維細胞には肺がん細胞をがん幹細胞に変化させる性質があり、線維細胞の調
節が重要なことが明らかになるとともに、動物モデルにおいて線維細胞が生体の免疫機能を調節することによっ
てがん免疫療法との併用効果を発揮することを見出した。

研究成果の概要（英文）：To overcome drug resistance and develop the innovative therapy, the analysis
 of function of fibrocytes, which were identified to mediate the resistance mechanism for 
anti-angiogenic agents, were performed in the present study. We found the increased number of 
fibrocytes in peripheral blood of patients with lung cancer who showed the clinical resistance to 
anti-angiogenic therapy. In addition, fibrocytes showed the ability to generate stem cell-like 
phenotype of lung cancer cells in in vitro experiments, indicating the notion that regulating the 
function of fibrocytes might be critical to inhibit the progression of lung cancer. Immunological 
analysis showed that fibrocytes had the effects to up- or down-regulate T cell-immunity in vitro. 
Intra-tumoral administration with fibrocytes, furthermnore, enhanced the anti-tumor activity 
mediated by anti-PD-1 or anti-PD-L1 antibodies. These results indicate that fibrocytes play an 
important role in tumor-immunity.

研究分野：呼吸器内科学、がん免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から線維細胞は肺がん細胞に直接作用して肺がんの腫瘍としての性格を悪い方向（がん幹細胞化）に
調節していることが明らかになったことから、線維細胞を標的に治療法の開発研究を行う重要性が高まったと考
えられる。血管新生阻害薬に耐性となった肺がん患者の末梢血には線維細胞が増加しており、耐性化のマーカー
となる可能性が示唆された。さらに、血管新生阻害薬と免疫チェックポイント阻害薬の併用効果に線維細胞の作
用が関与している新たな可能性が示され、がん免疫療法のメカニズムの理解に繋がる重要な結果が得られたと考
えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
線維細胞（fibrocyte）は、1994 年に Bucala らによって同定された末梢血単核球由来の
collagen 産生細胞である。末梢血中から主に CXCL12-CXCR4 axis により線維化組織へ遊走し、
組織修復のみならず肺線維症や気管支喘息における線維化病態に重要な役割を果たすと考えら
れてきた。一方、腫瘍内にも線維細胞の存在を示唆する報告は散見されるが、肺がんにおける
線維細胞の機能については検討されていなかった。我々は、マウスモデルを用いて肺がんや悪
性胸膜中皮腫に対する血管新生阻害薬（ベバシズマブ、SU5416）の耐性メカニズムについて検
討を進め、腫瘍内における線維芽細胞増殖因子（fibroblast growth factor: FGF）-2 の高発
現が耐性機序に重要であることを見出した。そこで FGF-2 発現細胞の解析を進めた結果、血管
新生阻害薬耐性腫瘍内で著名に増加しており、かつ FGF-2 を高発現する CXCR4+ Collagen-I+
の新たな細胞として線維細胞を同定した（Nat Commun 2015）。さらに、ベバシズマス治療後に
手術にて切除されたヒトの肺がん組織を収集し、線維細胞数について検討した結果、ベバシズ
マブと化学療法により術前治療を行った肺がん組織において、化学療法単独治療群あるいは無
治療群に比較して、有意に線維細胞数が増加していることを確認した。耐性腫瘍内の線維細胞
数は肺がん組織の腫瘍血管長（血管新生）と相関していた。以上の結果から、線維細胞は肺が
ん組織において腫瘍血管新生を制御している可能性が示唆され、肺がん腫瘍内線維細胞の機能
解析を進めることは、血管新生阻害薬のバイオマーカー開発あるいは耐性克服への足掛かりに
なる可能性があると考えられた。   
また、肺がんに対する免疫療法として脚光を浴びている抗 PD-1/PD-L1 抗体と血管新生阻害薬
の併用療法が注目されている。しかしながら、この併用療法のメカニズムは不明であり、血管
新生阻害薬により腫瘍内に集積する線維細胞が何らかの重要な役割を果たしている可能性があ
る。線維細胞は免疫担当細胞としての機能が報告されており、免疫学的視点からの解析も興味
が持たれるところである。さらに我々の検討から、線維細胞が肺がん細胞の幹細胞化（sphere 形
成能）促進作用を有することが明らかとなっていた。 

 

２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究では肺がんにおける線維細胞の機能解析を３方向から進め、そ
れぞれ以下の点を明らかとすることを目的とした。 
(1)線維細胞の血管新生あるいは血管新生阻害薬耐性に対するバイオマーカーあるいは治療標
的としての検討：①肺がん組織における線維細胞と腫瘍の血管新生の関連を明らかにし、血管
新生阻害薬治療のバイオマーカーとしての可能性の検討、②ヒト末梢血を用いた線維細胞の同
定法の確立と血管新生阻害薬治療前後の線維細胞の検討によるバイオマーカーとしての可能性
の検討、③マウスモデルを用いて血管新生阻害効果と線維細胞集積の時間経過の再検討を行う
ことにより、血管新生阻害薬（特にベバシズマブ）の至適投与間隔の検討および線維細胞の機
能抑制薬を用いた血管新生阻害薬耐性克服法の開発 
(2)線維細胞による肺がん細胞の幹細胞化のメカニズム解析とその制御法の検討：①線維細胞に
よる肺がんの sphere 形成能の亢進に関与する新たな因子の同定と治療法への展開、②血管新
生阻害薬および抗がん剤耐性メカニズムへの関与とその制御法の検討 
(3)抗 PD-1/PD-L1 抗体と血管新生阻害薬の複合免疫療法における線維細胞の役割の解析：①肺
がん組織に浸潤する線維細胞の PD-L1 発現を検討し、間質の PD-L1 発現との関連を明らかにす
る、②マウスモデルを用いて抗 PD-1 抗体治療あるいは抗 PD-L1 抗体による治療効果に及ぼす
線維細胞の役割の解明 
 
３．研究の方法 
ヒト肺がん組織内の線維細胞同定には既報と同様にFSP (fibroblast specific protein)-1と
CD45に対する2重免疫染色法を用いた（Nat Commun 2015）。腫瘍血管の染色は抗CD31抗体で行っ
た。ヒト線維細胞は、比重遠心法にて分離した末梢血単核球を20%ウシ胎児血清を添加したDMEM
培地を用いてフィブロネクチンコートディッシュ上で1週間培養後、付着細胞から分離した。マ
ウス線維細胞は、正常マウス肺の細胞浮遊液をヒト末梢血単核球の培養と同様にフィブロネクチ
ンコートディッシュ上で1週間培養後、付着細胞から分離した。同系マウスモデルとして、C57BL/6
マウスにおけるLewis Lung Carcinoma (LLC)、BALB/cマウスにおけるAB1-HAを用いた。SCIDマウ
スモデルにおいては、ヒト肺がん細胞株のA549およびSBC-5を用いた。マウスモデルにおける腫
瘍内線維細胞の染色は、Collagen-IおよびCD45に対する2重免疫染色で同定した。線維細胞の表
面抗原解析は、フローサイトメトリー法を用いた。線維細胞のT細胞刺激活性は、ヒト末梢血単
核球あるいはマウス脾細胞から磁気ビーズ法（autoMACS）で回収したCD8陽性T細胞を線維細胞と
共培養し、T細胞の増殖を3H-TdR取り込み試験で測定することで解析した。CD8陽性T細胞の刺激



に抗CD3抗体、抗CD28抗体を使用した。がん幹細胞の評価は、ultralow-attachment plate 
(Corning)で培養後に形成されたsphere forming assayで評価した。肺がん組織におけるがん細
胞の幹細胞化は、Sox-2、Nanog、Oct-4に対する免疫染色を用いて評価した。ヒト検体を用いた
研究計画は徳島大学病院臨床研究倫理審査委員会にて承認を受け実施した。動物実験については
徳島大学動物実験委員会よりプロトコールについて承認を得て実施した。 
 

４．研究成果 

(1)線維細胞の血管新生あるいは血管新生阻害薬耐性に対するバイオマーカーあるいは治療標
的としての検討： 
①肺がん組織における線維細胞と腫瘍の血管新生の関連を明らかにし、血管新生阻害薬治療の
バイオマーカーとしての可能性の検討：手術切除検体を用いた多数例の検討では、肺がん腫瘍
組織内に線維細胞の浸潤を認めたものの、血管新生阻害薬投与後と比較した場合、線維細胞数
は明らかに少なく、そのため腫瘍血管数との相関を認めなかった。一方で、肺がん組織には線
維細胞の遊走に働くサイトカインである CXCL12、MCP-1、PDGF-AA、PDGF-BB の発現を認め、現
在線維細胞数との相関を検討中である。②ヒト末梢血を用いた線維細胞の同定法の確立と血管
新生阻害薬治療前後の線維細胞の検討によるバイオマーカーとしての可能性の検討：ベバシズ
マブ投与前後の肺がん患者末梢血単核球から in vitro 培養法を用いて同定した線維細胞数は、
評価可能であった 13例中 8例でベバシズマブ投与後には明らかに増加しており、ベバシズマブ
耐性のマーカーとなる可能性が示唆された。③マウスモデルを用いて血管新生阻害効果と線維
細胞集積の時間経過の再検討を行うことにより、血管新生阻害薬（特にベバシズマブ）の至適
投与間隔の検討および線維細胞の機能抑制薬を用いた血管新生阻害薬耐性克服法の開発：マウ
スモデルを用いた検討ではベバシズマブにより腫瘍内へ集積した線維細胞は、ベバシズマブ投
与中止後数日の経過で減少する一方で、血管新生阻害効果は比較的長く 7日間程度持続するこ
とが明らかとなった。そこでベバシズマブ投与間隔を 2倍にしたスケジュールで治療実験を行
ったところ、少なくとも両レジメンの抗腫瘍効果には大きな差を認めなかった。以上から、ベ
バシズマブの投与スケジュールの調整による抗腫瘍効果の最適化の可能性が示唆された。 
 
(2)線維細胞による肺がん細胞の幹細胞化のメカニズム解析とその制御法の検討： 
①線維細胞による肺がんの sphere 形成能の亢進に関与する新たな因子の同定と治療法への展
開：線維細胞の培養上清中は単球の上清は肺がん細胞の幹細胞化を誘導する活性が有意に高く、
中和抗体および阻害薬を用いた検討から、CCL-18、osteopontin（OPN）、plasminogen activator 
inhibitor-1（PAI-1）の関与が示唆された（図１）。さらにこれらの分子の共通のシグナル伝達
分子である AKT の阻害薬を用いることで、線維細胞による肺がん細胞の幹細胞化が抑制された
（図２）。②血管新生阻害薬および抗がん剤耐性メカニズムへの関与とその制御法の検討：上記、
線維細胞によるがん幹細胞化の誘導活性と、血管新生阻害薬耐性あるいは抗がん剤耐性の関与
についての直接的な検討は行っていないが、in vitro の検討では sphere 細胞は明らかに抗が
ん剤耐性を示した。 
 

図１ 各種中和抗体および阻害薬による線維細胞培養上清の sphere 形成能抑制効果 

Sphere-forming assay に抗 osteopontin (OPN)抗体、抗 CCL-18 抗体、Tiplaxtinin（PAI-1 
inhibitor）、DAPT（γ-secretase inhibitor）を添加し、A549 細胞の sphere 形成能を検討し
た。（Saijo et al. Cancer Lett 2018） 

 



 
図２ AKT 阻害薬による線維細
胞培養上清の sphere 形成能に
対する抑制効果 
 
AKT阻害薬であるLY-294002及
び BKM-120 を用いて線維細胞
培養上清のA549細胞のsphere
形成能に対する効果を検討し
た。（Saijo et al. Cancer Lett 
2018） 
 
 
 
 
 

 
(3)抗 PD-1/PD-L1 抗体と血管新生阻害薬の複合免疫療法における線維細胞の役割の解析： 
①肺がん組織に浸潤する線維細胞の PD-L1 発現を検討し、間質の PD-L1 発現との関連を明らか
にする：肺がん組織における線維細胞における PD-L1 発現は、多重免疫染色の必要性等の手技
的問題により実施できていない。しかしながら、正常肺由来マウス線維細胞及びヒト末梢血単
核球由来線維細胞には PD-L1 が高発現していることを確認した。さらにヒト末梢血単球由来の
線維細胞はアロ CD8 陽性 T細胞の増殖刺激作用を有するが、CD8 陽性 T細胞を IL-2 や PMA など
の活性化物質であらかじめ活性化し PD-1 発現を増強させると、逆に CD8 陽性 T細胞の増殖抑制
効果を示した。この増殖抑制作用は、抗 PD-L1 抗体の添加でキャンセルされ、CD8 陽性 T 細胞
の増殖は、線維細胞添加なしのレベルまで回復した。②マウスモデルを用いて抗 PD-1 抗体治
療あるいは抗 PD-L1 抗体による治療効果に及ぼす線維細胞の役割の解明：マウス同系腫瘍モデ
ルにおいて、腫瘍内に線維細胞を投与することにより抗 PD-1 抗体、抗 PD-L1 抗体の抗腫瘍効果
が増強した。 
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