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研究成果の概要（和文）：腫瘍関連マクロファージ:TAMのモデルマウスの作製を試みた。免疫系ヒト化マウスに
移植したヒト腫瘍組織内に浸潤したヒトマクロファージは極めて微量であった。そこで他の腫瘍微小環境構成細
胞である線維芽細胞に着目した。ヒト線維芽細胞株を胆管がん細胞株の培養上清で培養すると、腫瘍増殖に重要
なIL-6、MCP-1の産生が誘導され、これらサイトカインの産生はステロイドやp38、HSP90阻害剤により抑制され
ることが明らかとなった。ヒト線維芽細胞とヒト胆管がん細胞をマウスに共移植すると、腫瘍単独移植に比べ腫
瘍の増殖が激しいことを明らかにしたが、この増殖促進効果はp38阻害剤で抑制することが出来なかった。

研究成果の概要（英文）：We tried to establish the mouse model of Tumor associated macrophage (TAM). 
We injected human tumor cell line into humanized mouse, but human macrophage was not penetrated to 
human tumor tissue. Therefore we focused on fibroblast which is other component of tumor 
microenvironment. Production of IL-6 and MCP-1 which are important for tumor cell proliferation and 
macrophage migration were upregulated when fibroblast was cultured by supernatant of tumor cell 
line. And these cytokine production by fibroblast were suppressed by treatment of steroid, p38 
inhibitor and HSP90 inhibitor. Tumor cell proliferation in vivo was promoted by co-injection of 
fibroblast and tumor cells. But this phenomenon was not inhibited by p38 inhibitor treatment.

研究分野： 実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織はがん細胞に加えて炎症細胞や

線維芽細胞、細胞外基質などの間質組織から
構成され、これらは腫瘍微小環境を構築して
いる。これらの間質細胞は増殖因子やサイト
カイン、血管新生因子を産生し、がん細胞の
浸潤、悪性化、転移の誘導に重要な役割を果
たしている。近年、がん細胞だけでなく、腫
瘍微小環境を標的とした治療法が次々と開
発されつつある。最近臨床で使われるように
なった血管新生阻害剤や骨転移阻害剤など
は、いずれも腫瘍微小環境を標的とした薬剤
である。がん細胞は遺伝的異常の頻度が高く、
薬剤耐性を獲得しやすいことが知られてい
る。一方、腫瘍微小環境を標的とした場合に
は治療抵抗性を生じにくく、がん細胞を標的
とした抗がん剤と併用することによって更
なる効果が期待される。 
マクロファージは、腫瘍微小環境形成に重要
な役割を果たしており、ヒト臨床検体におい
て、多数のマクロファージががん細胞周囲に
存在していることが明らかとなっている。腫
瘍組織に浸潤したマクロファージは腫瘍関
連 マ ク ロ フ ァ ー ジ (tumor associated 
macrophage: TAM) へと形質変化し、腫瘍の
増殖をサポートすることが知られている。マ
クロファージの TAM への分化には, 腫瘍
が作り出す、低酸素などのがん微小環境が重
要であり、in vivo での解析が必要である。し
かし TAM の研究は in vitro での実験や臨床
検体、マウス由来マクロファージを用いた研
究が多く、in vivo でヒト由来マクロファージ
を TAM へと分化させた報告は少ない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト化マウスを用いてTAM 
誘導マウスモデルを樹立し、TAM の誘導機
序の解明と、TAM を標的とした新規治療法
の確立に供することである。通常マクロファ
ージは腫瘍化細胞を貪食し、腫瘍を退縮させ
る働きがある。しかし多くの固形がんにおい
て腫瘍に浸潤したマクロファージは TAM へ
と形質を変化させ、腫瘍の増殖をサポートす
る。これまでヒト由来マクロファージのTAM
への分化を in vivoで再現した報告は少なく、
TAM の分化機序には不明な点が多かった。
本研究はヒト由来マクロファージの TAM 誘
導マウスモデルを樹立し、TAM を制御する
ことによる新規治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) TAM モデルマウスの樹立 
新 規 高 度 免 疫 不 全 マ ウ ス (Nude 

GFP-Rag2/Jak3 欠損マウス)に臍帯血由来造
血幹細胞を移植することでマウス体内にヒ
ト免疫細胞が流れる免疫系ヒト化マウスを
作製した。この免疫系ヒト化マウスにヒト胆
管がん細胞株を移植し、生着した腫瘍組織中
に浸潤するヒトマクロファージをフローサ
イトメトリー法と免疫組織染色にて確認し

た。 
(2) in vitroにおけるがん関連線維芽細胞の
誘導 
 ヒト線維芽細胞（Fibrobrast:FB）株 OUMS
を様々なヒト胆管がん細胞株の培養上清中
で 48 時間培養し、OUMS が産生する炎症性サ
イトカインの量をフローサイトメトリーに
て検討した。また、上記で上昇したサイトカ
インのうちIL-6に関してはELISAを用いて6
時間ごとに定量試験を行った。 
(3) 線維芽細胞のがん細胞への浸潤能評価 
 トランスウェルの上層に OUMS、下層にヒト
胆管がん細胞株 M213 を播種、もしくは培養
液のみを満たしておき、24時間後に上層から
下層へ遊走してくる OUMS 細胞の数を定量し
た。また遊走してきた OUMS 細胞を培養し上
清を回収、ゼラチンザイモグラフィーにて
MMP-2,9 の活性を検討した。 
(4)阻害剤スクリーニング 
 低分子阻害剤ライブラリーを含む胆管が
ん細胞株培養上清中でOUMS細胞株を培養し、
培養上清に対し、IL-6のELISAを行うことで、
がん関連線維芽細胞誘導阻害剤のスクリー
ニングを行った。効果のあった阻害剤に関し
ては、IL-6以外の炎症性サイトカインMCP-1, 
に関しても ELISA を行った。 
(5) がん関連線維芽細胞の in vivoにおける
腫瘍増殖に与える影響の検討 
  ヒト胆管がん細胞株 M213 を単独、もしく
は赤色蛍光色素mCherryでラベルしたヒト線
維芽細胞株と一緒に高度免疫不全マウス
Balb/c Rag2/Jak3欠損マウスの皮下に移植し、
２週間後にマウスを解剖し、腫瘍の大きさを
比較検討した。また、摘出した腫瘍組織に対
し免疫組織染色を行い、mCherry 陽性細胞の
有無を検出することで、腫瘍組織内にヒト線
維芽細胞が残存し、腫瘍の増殖をサポートし
ているか検討を行った。同様の実験を免疫系
ヒト化マウスに対しても行い、ヒト線維芽細
胞を共移植した場合、ヒトマクロファージが
腫瘍組織内に浸潤するか検討を行った。 
(6) p38 阻害剤、IL-6 阻害剤の in vivo にお
ける抗腫瘍効果の検討 
  ヒト胆管案細胞株 M213 を単独、もしくは
ヒト線維芽細胞株と一緒に高度免疫不全マ
ウスに移植し、p38 阻害剤もしくは抗 IL-6 抗
体を投与した。腫瘍細胞移植後２週間でマウ
スを解剖し、腫瘍の大きさを検討することで、
p38 阻害剤、抗 IL-6 抗体のがん関連線維芽細
胞に与える影響を検討した。 
  
４．研究成果 
(1) TAM モデルマウスの樹立 
免疫系ヒト化マウスにヒト胆管がん細胞

株（M213）を移植して作製した担癌マウスの
腫瘍組織内にヒトマクロファージが浸潤す
るかフローサイトメトリーや免疫組織染色
にて検討したが、浸潤したヒトマウロファー
ジは極めて微量であり、大部分はマウス由来
マクロファージとマウス由来線維芽細胞で



占められていた。特に線維芽細胞の浸潤が多
かったので、今後の実験はマクロファージ以
外の腫瘍微小環境構成細胞である線維芽細
胞に着目した。 
(2) in vitroにおけるがん関連線維芽細胞の
誘導 
ヒト線維芽細胞株 OUMS を様々な胆管がん

細胞株の培養上清で培養したところ、胆管が
んやマクロファージの増殖に重要な IL-6 に
加え、マクロファージの浸潤増殖に重要な
MCP-1 の産生が強力に誘導された（図１）。こ
のことから、がん細胞は線維芽細胞を IL-6
や MCP-1を産生するがん関連線維芽細胞へと
形質変化させ、がん細胞によって誘導された
がん関連線維芽細胞は IL-6, MCP-1 を産生し、
腫瘍組織内にマクロファージを誘導し、誘導
されたマクロファージがTAMへと形質を変化
させ、腫瘍の増殖に寄与している可能性が考
えられる。したがって、線維芽細胞のがん関
連線維芽細胞への分化を抑制することで、結
果的に TAM をも抑制し、腫瘍の増殖を抑制す
ることが可能であると考えられる。また、が
ん細胞培養上清で培養することで特に顕著
に上昇の見られた IL-6 に関しては６時間ご
とに培養上清を回収し、ELISA にて IL-6 の産
生量を定量した。IL-6 の ELISA の結果より、
胆管がん培養上清で培養後、わずか６時間で
IL-6 の産生が増強されることが明らかとな
った。 
 

 
 
(3) 線維芽細胞のがん細胞への浸潤能評価 
トランスウェルを用いた線維芽細胞の浸

潤能を検討したところ、線維芽細胞は MMP を
活性化することにより腫瘍細胞に浸潤する
ことが明らかとなった（図２）。したがって、
腫瘍細胞は自身のもとへ線維芽細胞を遊走
させ、遊走してきた線維芽細胞をがん関連線
維芽細胞に形質変化させることで、自身の増
殖に有利な環境を形成している可能性が示
唆された。 

(4)阻害剤スクリーニング 
低分子阻害剤ライブラリーを用いた阻害

剤スクリーニングより、胆管がん培養上清に
より産生誘導されるヒト線維芽細胞が産生
するサイトカイン（IL6、MCP-1）はステロイ
ドや p38 阻害剤、HSP90 阻害剤により顕著に
抑制され、特に p38 阻害剤の効果は強力であ
ることが明らかとなった。この結果より、ス
テロイドや p38 阻害剤、HSP90 阻害剤はがん
関連線維芽細胞をターゲットとした抗腫瘍
薬のシーズとなりうる可能性が示唆された。 
 

 
(5) がん関連線維芽細胞の in vivoにおける
腫瘍増殖に与える影響の検討 
免疫系ヒト化マウスの皮下に OUMS とヒト

胆管がん細胞株 M213 を共移植したところ、
M213 単独移植したものに比べ、腫瘍の増殖は
激しかった（図 4）が、ヒト化していない高
度免疫不全マウスでも同様の現象がみられ
たことから、線維芽細胞はマクロファージ非
依存的に腫瘍の増殖をサポートしているこ
とが示唆された。また免疫系ヒト化マウスに
線維芽細胞と M213 細胞を移植してもヒトマ
クロファージの浸潤は確認できなかった。ま
た、生着し増殖した胆管がん腫瘍組織内に共
移植したヒト線維芽細胞が残存しているか、
免疫組織染色にて確認したところ、増大した
腫瘍組織内にヒト線維芽細胞は残存してい
なかった。しかしながら、ヒト線維芽細胞を
共移植することで in vivo における腫瘍の増
大が増強されたことから、本モデルではヒト
線維芽細胞は腫瘍生着の極めて初期に腫瘍
の増殖、生着をサポートしている可能性が示
唆された。 
 

 
 



(6) p38 阻害剤、IL-6 阻害剤の in vivoにお
ける抗腫瘍効果の検討 
線維芽細胞による腫瘍増殖促進効果は抗

IL-6 抗体で抑制されたが、p38 阻害剤では抑
制することが出来なかった。本研究では p38
阻害剤は効果を示さなかったため、投与量等
の検討を進め、再度効果を検討していく。ま
た、今後はステロイドや HSP90 阻害剤との相
乗効果も検討していく。 
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