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研究成果の概要（和文）：がんは肥満症や糖尿病に高率に合併するが、その機序は十分に解明されていない。本
研究計画では、発がん物質DENによるマウス肝がんモデルを用い、肥満や糖尿病によるマクロファージ機能の変
化と、肝がん発症の関係について検討した。高脂肪食により肥満・糖尿病を誘導したところ、肝がんの発症が増
加した。このとき抗炎症性のCD206陽性マクロファージ数を約40％除去するも、肝がんの発症率に影響を与えな
かった。一方、マクロファージ特異的にHIF-1alphaを欠損させたところ、肝がんの発症が約50％減少した。また
その機序として、肝臓の炎症シグナルおよびERKの活性抑制の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The incidence of cancers increases in obese and/or diabetic patients. In 
this study, we examined the relationship between altered macrophage polarity and development of 
liver cancer by using DEN, a chemical carcinogen, -induced mouse liver cancer model. High fat 
diet-induced obesity increased the number of liver cancer. Ablation of CD206-positive macrophages by
 about 40 % did not affect the incidence of liver cancer. On the other hand, macrophage-specific 
HIF-1alpha deletion decreased the number of liver cancer by about 50 %, which was associated with 
decreased activation of inflammatory signaling and ERK in liver. 

研究分野：糖尿病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝がんは肥満症や糖尿病に合併しやすいがんの一つである。本研究計画では、腫瘍周囲に浸潤するマクロファー
ジという免疫細胞に注目し検討を行った。肥満糖尿病マウスでは肝がんの発症が促進されるが、マクロファージ
に発現するHIF-1alphaという転写因子を抑制することで、肝がんの発症を抑制しうることを示した。従来CD206
をマーカーとするマクロファージががんの増殖に促進的な役割を担うことが知られていた。しかし、単にその数
を減らすのではなく、HIF-1alphaを抑制することによりがんの抑制が期待できるという新しい予防・治療の概念
を提唱したところに本研究の意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がんは肥満症や糖尿病に高率に合併するが、その機序は十分に解明されていない。がんの局所

に存在し、腫瘍の発症や増殖に影響を与えるマクロファージを‘腫瘍関連マクロファージ

（tumor-associated macrophage: TAM）’と呼ぶ。これまで研究代表者は、肥満や糖尿病によ

るマクロファージ機能の変化（異常）が、がんの発症や増殖促進に関与するのではないかと考

え検討を進めてきた。化学発がん物質 diethylnitrosamine (DEN)を投与し肝がんを発症させた

マウスでは、高脂肪食肥満によって腫瘍数が増え、マクロファージ特異的な HIF-1の欠損によ

り減少する。また HIF-1を欠損した肝臓のマクロファージでは炎症性 M1 マーカーと同時に抗

炎症性 M2 マーカーが同時に低下していることをこれまでに報告してきた。これらの結果から、

(1)高脂肪食負荷による肝臓の栄養環境の変化が HIF-1依存性にマクロファージを活性化し、

腫瘍の発症に促進的な機能を与えるのではないか、(2)HIF-1依存性に発現誘導される M1マー

カーは、腫瘍促進性の機能を有しているのではないか、(3)腫瘍の増殖に関与するとされていた

CD206陽性M2マクロファージは腫瘍の発症にも関与しているのではないか、等の仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

これらの仮説を証明するために、本研究計画では次の 2つの課題を設けた。 

課題１．CD206 陽性マクロファージは肥満マウスの肝がんの発症を促進するのか。 

M2 マクロファージが肝がん発症に与える影響と機序を解明するためには、発がん誘導後に

CD206 陽性 M2 マクロファージを減らし、その影響を見ることが有用である。我々が独自に作製

した CD206-DTR マウスは、ジフテリアトキシンの投与により生後必要な時期に CD206 陽性マク

ロファージ数を減らすことができる。このマウスに DEN と高脂肪食負荷を行い、腫瘍の発症お

よび増殖におけるCD206陽性マクロファージの役割を明らかにすることを課題1の目的とした。 

課題 2．マクロファージの HIF-1はどのように肥満マウスの肝がんの発症を促進するのか。 

マクロファージ特異的な HIF-1の欠損は高脂肪食負荷時にのみ腫瘍数を減少させた。そのため、

高脂肪食処置による肝臓の代謝の変化がマクロファージの HIF-1を活性化し、腫瘍の発症に促

進的な機能を与えた可能性がある。マクロファージの HIF-1活性化の機序として、マクロファ

ージ自身の代謝の変化および、HIF-1活性化の結果マクロファージで産生されるがん発症促進

因子について明らかにすることを、課題 2の目的とした。 

 

３．研究の方法 

課題１．CD206-DTR マウスと野生型マウスに DEN を投与し、肝がんを発症させる。それぞれ高

脂肪食と通常食にて飼育し、計 4群を設定する。がんの発症過程の異なる時期にジフテリアト

キシンを投与し、CD206 陽性マクロファージ数の減少が腫瘍の発症や増殖に与える影響につい

て調べる。 

課題２．マクロファージ特異的 HIF-1欠損マウスと野生型マウスに DEN を投与し、肝がんを発

症させる。それぞれ高脂肪食と通常食にて飼育し、計 4群を設定する。肝がんの発症および、

肝臓マクロファージの遺伝子発現と代謝の違い、非腫瘍部の増殖シグナルについて調べる。 

 

４．研究成果 

課題１． 

CD206-DTR マウスおよび野生型マウスに DEN を投与後、高脂肪食および通常食にて飼育。DEN

投与の 6か月後に解剖し、肝臓の解析を行った。平成 28 年度にはまず、我々が独自に作製した



CD206-DTR マウスへのジフテリアトキシン（DTX）の投与条件の検討から始めた。脂肪組織で確

認した我々の予備実験にならって、解剖の直前 2か月間に週 3回 DTX を投与した。同条件で行

った DTX 投与は、肝臓より採取した CD206 マクロファージ数を野生型コントロールの約 40%ま

で低下させた。しかし、この条件で肝腫瘍の数およびサイズに有意な変化はなかった。CD206

陽性マクロファージの除去効率は脂肪組織の解析から予想したものにほぼ近い値であったが、

肝腫瘍への明らかな変化が見られなかった理由として、(1)CD206 陽性マクロファージの除去条

件（特に、除去するべき時期など）が適切でなかった、(2)我々の仮説に反して、CD206 陽性マ

クロファージが肝腫瘍の発症や増殖に関与していない、のふたつの可能性を考えた。平成 29

年度にはより早期から長期間（解析 4 か月前から週 3 回）DTX の投与を行った。この投与法に

おいても、肝臓におけるマクロファージの数は野生型群の 40％程度まで低下した。しかし肝腫

瘍の数とサイズには有意な変化はなかった。 

本研究で用いた CD206 除去マウスは、DTX の投与期間中全身の CD206 陽性細胞を除去（死滅）

させることができる。DTX の投与量や投与回数を増やすと除去効率は上がるが、副作用として

マウスの死亡率が高まる。そのため、今回用いたコントロールの 40%程度までの除去効率をさ

らに上げることはできず、CD206 陽性マクロファージ数の減少が DEN 誘導性肝腫瘍の発症およ

び増殖に与える影響を本研究計画において示すことができなかった。しかし、別の実験モデル

で CD206 陽性 M2マクロファージの除去効率を上げることができるならば、肝腫瘍の発症・増殖

に影響をあたえる可能性があることを否定するものではなく、本モデルマウスを用いての解析

の限界と考えた。以上の結果より、「40％までの CD206 陽性マクロファージ数の減少では DEN

誘導性肝癌の発症と増殖に影響を与えない」ことを、課題 1の結論とした。 

 

課題２． 

マクロファージ特異的な HIF-1欠損マウスに DEN を投与後、普通食および高脂肪食にて飼

育し、肝がんを発症させた。それまでの実験で、マクロファージ特異的な HIF-1の欠損は高脂

肪食負荷時にのみ腫瘍数を減少させるとの結果を得ていた。本研究課題では HIF-1の欠損が腫

瘍数を減らした機序について検討をすすめた。まず、肝臓から組織を採取し、組織学的検索お

よび RT-PCR による遺伝子発現を調べた。マクロファージ特異的な HIF-1の欠損は、肝腫瘍内

外に浸潤するマクロファージ数と炎症性サイトカインなど炎症マーカーを低下させた。また、

肝臓の非腫瘍部の ERK のリン酸化を低下させた。これらの結果より、肥満マウスの肝臓におけ

るマクロファージ HIF-1の活性化は、肝臓の炎症シグナルと肝細胞の ERK の活性化を伴いがん

発症に促進的な役割を担っている可能性が考えられた。 

次に、マクロファージHIF-1の活性化とERKリン酸化の機序についてさらに検討を進めた。

培養肝細胞（HepG2 細胞）において増殖因子 EGF は ERK のリン酸化を促進した。しかし、HIF-1

欠損マウスの肝臓で ERK が抑制されるとき、肝臓より単離したマクロファージにおける EGF を

含む増殖因子の発現に差が認められなかった。また、単離マクロファージのメタボローム解析

でも、HIF-1の活性化作用が知られる succinate などの代謝産物の量に差がなかった。 

以上結果から、高脂肪食肥満・糖尿病マウスでは、マクロファージの HIF-1が活性化され、

肝臓の炎症反応および肝細胞 ERK の活性化を介して、肝腫瘍の発症を促すことを明らかにした。

また、マクロファージの代謝産物の変化は、HIF-1の活性化には直接に関与しない可能性が考

えられた。課題 2 に関するこれらの結果一部は、Journal of Diabetes Investigation 誌に論

文報告した（doi: 10.1111/jdi.13047）。 
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