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研究成果の概要（和文）：膀胱の代わりにマウス腹腔内にて、活性化マクロファージ（Mφ）の抗腫瘍効果と腫
瘍関連Mφ（TAM）を抑制する物質Xを投与したモデルにおいて比較検証した。M1-Mφによる攻撃細胞としての作
用とTAM抑制の比較ではTAM抑制の方が抗腫瘍効果は著しく高かった。腹腔内に移植した同種異型移植により得た
アロ活性化Mφには、アロのMeth A腫瘍細胞に対して強い細胞障害活性を有するが、腹腔内の腫瘍細胞を除くた
めに約２週間の時間を要する。一方、物質XによりTAMを除くと、同種同系移植されたMeth Aなどの腫瘍細胞の発
育は早期に完全に抑制された。また物質Xのin vivoでの安全性に問題のないことも確認した。

研究成果の概要（英文）：The antitumor effect of activated macrophages (Mφ) and the model in which 
substance X that suppresses tumor-associated Mφ (TAM) was administered were compared and verified 
in mice abdominal cavity, instead of the urinary bladder. Comparing the effect of M1-Mφ as the 
attacking cell with the effect of inhibiting TAM, the effect of inhibiting TAM was remarkably high. 
The Allograft-induced Mφ obtained by allogeneic transplantation into the abdominal cavity had 
strong cytotoxic activity against allogenic Meth A tumor cells, but it took 2 weeks to remove the 
intraperitoneal tumor cells. On the other hand, when TAM was removed by substance X, the growth of 
allogeneic transplanted tumor cells such as Meth A were completely suppressed in very early stages.
It was also confirmed that there is no problem with the safety of substance X in vivo.

研究分野： 泌尿器科学、免疫学

キーワード： マクロファージ　マクロファージ吸着物質　腫瘍関連マクロファージ　マウス　膀胱癌　BCG　牛結核菌
　再発予防
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　免疫を活性化させ腫瘍を抑制するいわゆる免疫療法は、膀胱癌を含む、多種の癌に臨床応用され、一定以上の
成果をあげている。しかし、薬剤費が相当高額であることと時に強い副作用が起こることがある点が、大きな問
題点である。より安価で安全な免疫療法の開発を行うことを目標に、マクロファージといわれる免疫担当細胞
が、癌の発育と抑制にいかに関与しているかにつき、検証を行った。癌細胞の発育に利用されるマクロファージ
を抑制することで、抗腫瘍効果をえることができた。マクロファージを抑制する効果のある物質X（詳細未公
表）は、マウスを用いての実験では、画期的な制癌効果をもたらし、強い副作用もみとめず、良い結果を得られ
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１． 研究開始当初の背景 
 
活性化マクロファージ（Mφ）による抗腫瘍効果と腫瘍関連 Mφによる腫瘍の増進作用につ

いては、過去にも様々な報告がある。しかし、抗体、B 細胞、T 細胞といった獲得免疫の強い作
用のために、Mφなどの自然免疫には、過去には、やや注目されにくい状況でもあったが、最近
では、活性化マクロファージ（Mφ）による抗腫瘍効果と腫瘍関連 Mφによる腫瘍の増進作用に
ついては様々な報告がされている。 
牛結核菌（BCG；Bacille de Calmette et Guerin）を用いた表在性膀胱癌に対する BCG 膀胱

内注入療法（BCG 療法）は、筋層非浸潤性膀胱癌の経尿道的膀胱腫瘍切除術後の標準治療とし
て、臨床で広く行われている。エピルビシンやピラルビシンなどの抗癌剤膀胱内注入療法に比べ
BCG 療法の膀胱癌再発予防の効果は高く、BCG 療法は臨床的に重要である。ただし BCG 療法
には頻尿、熱発、排尿時痛などの副作用を生じることも多く、頻度は低いものの重篤な副作用と
して不可逆な委縮膀胱や Reiter 症候群なども報告されている。BCG は生菌であることが抗腫瘍
効果のある免疫反応を得るために必須と考えられているが、BCG が生菌であるがために副作用
も比較的発生しやすいと考えられる。この BCG 療法の副作用を低減する目的で殺菌した BCG
や BCG の莢膜のみや DNA のみを投与するといった実験も施行されたが、生菌のような効果は
得られなかったと報告されている。BCG 療法の作用機序についてであるが、BCG により誘導さ
れるマクロファージ（Mφ）である BCG-Mφが直接腫瘍を攻撃する抗腫瘍効果をもつことを
我々は実験で確認している。また、BCG-Mφが炎症性 Mφである M1 型 Mφであることから、
M2 型 Mφである腫瘍関連マクロファージ（TAM；Tumor Associated Macrophage）の作用を
減少させることにより抗腫瘍効果をあげている可能性も推定される。この TAM は癌の発育に重
要な働きをするとは多数報告されている。そこで我々は BCG 以外に M1 型 Mφをより活性化
し、TAM を減少させる方法があれば、BCG 療法に代わるより有効で安全な抗腫瘍療法が開発で
きる可能性があると考えた。 
マウスにおいて Mφを誘導させる方法としてカゼインやチオグリコレートの腹腔投与などの

方法が知られるが、これらより誘導した Mφの抗腫瘍効果は BCG-Mφよりも有意に弱いもの
であることを我々はすでに確認していた。我々の研究成果として M1 型 Mφとして最も強い細
胞障害血清を示すものは、アロ移植細胞にたいするアロ活性化 Mφ（AIM；Allograft-induced-
Mφ）である。例えば、DBA マウス（H-2d）由来の線維肉腫細胞である Meth A 腫瘍細胞を
C57Bl/6 マウス（H-2b）腹腔に同種異型（アロ）移植すると多数の活性化 Mφが誘導される。
このアロ移植により誘導される Mφ（AIM）は、アロの腫瘍細胞に対して BCG-Mφの 2 倍以上
の抗腫瘍効果を持ち、マウスのアロ移植腫瘍細胞は当初は腫瘍として増殖するが、20 日以内完
全に拒絶されることを我々は以前に報告した。このことから、M1 型 Mφとしてマクロファージ
を最大限活性化することができれば、比較的高い抗腫効果を示し、完全な制癌も可能ともと考え
られるが、逆に上述のように、逆に腫瘍に利用され腫瘍の増殖の補助をさせられてしまう Mφ、
つまり TAM の作用もしくは TAM としての機能を減じることができれば、腫瘍の発育を抑制で
きる可能性が高いと考えられた。 
 
２． 研究の目的 
 
腫瘍細胞が、アロ抗原同等の強い抗原性をもっていれば、発癌したとしても、上述の AIM に

よる作用で進展せず、体内で駆逐されるものと考えられるため、臨床的に体内で発育する癌細胞
や肉腫細胞は、抗原性が比較的低い場合と、抗原性が高くとも免疫担当細胞を抑制する作用を持
っているものと考えられる。これまでの我々の得てきた知見からは、①アロ活性化 Mφによる
アロ腫瘍に対する直接障害機構が存在する。②腫瘍関連 Mφの除去により一部の腫瘍の生着を
完全に抑制できる。これら①②のことから、Mφを制御することからより強い抗腫瘍効果を得る
方法を確立したい。特に上記②の予備実験結果は画期的なものであり Mφの制御法が膀胱癌の
再発予防や制癌にむけた新たな治療法となりうるものと考えている。 
すなわち、我々は、移植免疫における活性化 Mφの攻撃（Effector）細胞としての作用につい

て研究をこれまで行ってきたが、TAM を抑制することにより得られる抗腫瘍効果にも着目し、
AIM（M1-Mφ）と TAM（M2-Mφ）のバランスをより M1 方向に変更することから強い抗腫瘍
効果を得る方法を開発することが、本研究の目的である。 
腫瘍存在部に滲出する免疫担当細胞のうち、特に Mφの M1 と M2 のバランスを変更する方

法の開発と、我々の仮説が正しいことを実験的に示すことを目指した研究を行い、膀胱癌に対す
る BCG 膀胱注入療法の効果の向上と BCG 療法の欠点である頻度の高い副作用、特に、全身
BCG 感染症や委縮膀胱といった重篤な合併症の回避するための知見を得る。そして、さらには
Mφ制御による新たな膀胱癌や他の腫瘍の再発予防法や癌治療法を開発したい。 
 そして、膀胱癌にたいする再発予防療法として行われる BCG 膀胱注入療法の欠点である頻度
の高い副作用の発現や、全身 BCG 感染症といった重篤な合併症の回避が望まれており、Mφ制
御による新たな膀胱癌の再発予防法や癌治療法を開発したい。 
 



 
３． 研究の方法 
 
(1)マウスにおける基礎的実験。 
①まず、マウスの腹腔を腫瘍移植のスペースとして使用することとした。Balb/c マウスの腹
腔内に Meth A 繊維肉腫細胞、P8-15 肥満細胞の腫瘍細胞をそれぞれ３×10^6 移植すること
による基礎的実験から行った。移植 1 日 3 日 6 日のポイントで、それぞれマウスの腹腔を PBS
で洗浄し腹腔浸潤細胞数をカウントし腫瘍細胞数、腹腔浸潤細胞（PEC；Peritoneal exudate 
cells）数の時系列をトリパンブルー染色し調査した。腹腔浸潤細胞の構成細胞を FacsARIA で
さらに分析した。 

さらに、PEC より Mφ分画を抽出し、12 時間～18 時間の 51Cr 放出アッセイを予定して
いたが、実験環境の変化を来したことにより、LDH 放出アッセイに切り替えて細胞障害を行
うこととした。 
②上記①と同様の方法での検索を、同腹腔内に Mφ吸着物質 X（個体）を腫瘍細胞と当時に  
腹腔注入するモデルを作成し、同様に腫瘍細胞と腹腔浸潤細胞を検証した。物質 X の注入す
るタイミングは、腫瘍細胞と同時、3 日後として検証した。 

 
（2）BCG 使用時におけるマウス腹腔内 Mφの変化の検索。 
③BCG による BCG マクロファージの誘導時に TAM が減少についての検証。 
BCG1mg もしくは 3mg をマウス腹腔内に投与し、3 日後と 6 日後のマウスの腹腔内を PBS
で洗浄し腹腔浸潤細胞（PEC）を得る。この PEC 中から、BCG-Mφを含む分画を FacsARIA
による細胞のソーティングにより分離した。この BCG-Mφ分画における Mφ分画の細胞の
組成を蛍光抗体で標識しその表面マーカーをさらに FacsARIA で分析するとともに、mRNA
をそれぞれのタイミングで抽出し IL-2、IL-10、IFN-γの mRNA の発現の程度を定量的 PCR
で確認した。 
④③と同様の実験を BCG の代わりに Meth A 細胞 3×10^6 をアロ移植した C57BL/6 マ 
ウスの腹腔浸潤細胞から抽出するこの際浸潤細胞を 3 日後と 6 日後に抽出した。他、同様に
M1 型,M2 型 Mφの比と絶対数を確認した。 

 
（3） BCG-Mφは Meth A 抗腫瘍細胞に対して一定の細胞障害活性をもつことは既に確認して
いるが、この細胞障害活性が他の腫瘍細胞に対してどの程度の細胞障害活性を持つのか否か
を検証し、BCG-Mφによりすべての腫瘍が障害されるのか否か、また細胞障害されない腫瘍
にはどのような系統のものがあるのか、in vitro で BCG-Mφの効果をそれぞれの細胞で確認
したい。この細胞障害活性についても LDH 放出実験で計測した。 

BCG-Mφにより障害される腫瘍細胞に対して、腫瘍と同系マウス由来の AIM を確保し、 
これらの Meth A 腫瘍細胞に対する細胞障害活性を同様に計測する。AIM による細部障害活
性が弱い腫瘍株においては、BCG-Mφをさらにアロ細胞で賦活したアロで賦活化 BCG-Mφ
（Allo-BCG-Mφ）を作成し、この細胞障害活性も測定する。Allo-BCG-Mφに関しては、マ
ウス腹腔内に BCG1mg を投与しさらに 5 日後に同腹腔内に Meth A 細胞を３×10^6 個投与
し、さらに 6 日経過した後に腹腔細胞を PBS 洗浄することにより確保した。 
また、物質 X と腫瘍細胞が直接反応するかしないかを in vitro の細胞培養で確認する。 
物質 X の存在下と非存在下でそれぞれ腫瘍を CO2 インキュベーターで培養し、細胞数、物 
質 X への接着などの問題がないか確認した。 

 
 
４． 研究成果 

 
（1）膀胱の代わりにマウス腹腔内にて腫瘍細胞の移植実験を行った。 
マウスの腹腔に腫瘍細胞を移植すると、抗腫瘍効果のある免疫担当細胞が滲出してくる。この

腹腔浸潤細胞を我々は PEC と称している。この PEC 中の活性化マクロファージ（Mφ）の抗
腫瘍効果を調査したが、活性化 Mφの抗腫瘍効果（細胞障害活性）を 51Cr 放出実験で確認する
予定としていたが、実験環境の変化により、LDH 放出実験に切り替える必要が生じた。 

Balb/c マウスの腹腔内に投与した腫瘍細胞は増殖をつづけ、約 20 日でマウスは腫瘍死する。 
しかし、Meth A 繊維肉腫細胞を腫瘍細胞とした実験では腫瘍と同日に新規免疫制御物質である
と考えられる物質 X (物質名；未公表）をマウス投与したところ、マウスは長期間にわたり生存
することが可能であった。一方、P815（肥満細胞腫）を移植する実験では物質 X を投与しても、
残念ながら腫瘍の増殖が続いた。 

Meth A 腫瘍細胞を用いた実験では、M1-Mφによる攻撃細胞としての作用と TAM 抑制の比
較では TAM 抑制の方が抗腫瘍効果は著しく高いといえるが、これは Meth A 細胞の増殖には
TAM を必要とすることが原因となっていると考えられた。 
腹腔内に移植した同種異型移植により得たアロ活性化 Mφには、アロの Meth A 腫瘍細胞に

対して強い細胞障害活性を有するが、腹腔内の腫瘍細胞を除くために約２週間の時間を要する。
一方、物質 X により TAM を除くと、同種同系移植された Meth A などの腫瘍細胞の発育はごく



早期に完全に抑制された。つまり、Balb/c マウス腹腔内へ Meth A 腫瘍細胞に対する、物質 X に
よる腫瘍抑制効果が相当高いことを確認することができた。 
我々は Balb/c マウスでの実験で、Mφを吸着する物質 X を腫瘍移植部に投与することでマウ

スにおける Meth A 線維肉腫の増殖を完全に抑制できたが、この機序は TAM が除かれ腫瘍が生
着しなかったものと考察している。 
また物質 X の in vivo での安全性に問題のないことも確認した。すなわち、マウス腹腔内に物

質 X を 2.5g 投与したところ、マウスはその後 2 年近く生存し、マウスの寿命をほぼ全うでき
た。物質 X 投与後、約 2 年後、自然死したマウスを解剖したところ、マウス腹腔内に物質 X は、
著変なく残存していたが、腸管や腸間膜にわずか癒着傾向をみるものの、腸閉塞などの問題を来
すこともなく、物質 X は生体使用しても比較的安全な物質と考えられた。Meth A 腫瘍細胞３×
10^6 こと物質 X を Balb/c マウスの腹腔内に同時投与することで、マウスの腹腔内の腫瘍は増
殖することなく、このマウスがその後 1 年 6 カ月以上生存することも確認した。 
 
（2）BCG 療法による BCG-マクロファージ（Mφ）の誘導時において腫瘍関連マクロファージ
（TAM）が減少するのか否かの検証：BCG をマウス腹腔内に投与し、3 日後と 6 日後のマウス
の腹腔内を PBS で洗浄し腹腔浸潤細胞を抽出、この中から遠心分離より BCG-Mφを含む分画
を抽出した。この分画の Mφは CD11b 陽性、F4/80 陽性、CD11/c 陽性であり M1-Mφが主体
と考えられた。また PEC 中の Mφ分画における IL-10 の mRNA の増加は認めず、M2-Mφは
BCG 投与下においては、抑制されているものであると推察した。M2-Mφの出現の程度に関し
てはその検出法も含めさらに検討をしているが、M2-Mφは極めて少ないものであると現時点で
は考えている。 
したがって、BCG 療法の作用機序が BCG-Mφ（M1-Mφ）の活性化のみであるのかもしくは

M2-Mφの抑制にも関与するのか結論を得るには至っていない。結論を導くためには、今後も検
討と検証を重ねる必要がある状況であるが BCG により単球/Mφ系が M2 ではなく M1 方向に
活性化されることは確認できた。M2-Mφのマーカーでの検証結果が安定しないことは、M2-M
φの表面マーカーの発現が低い可能性、急性炎症時には M2-Mφ自体の発現が少ない可能性な
どが考えられる。また、M1,M2 よりさらに詳しくマクロファージを分類すべきとの意見もあり、
マウス腹腔に BCG 投与を投与して活性化されるマクロファージをそもそも M1,M2 の 2 分画の
みに分類することに難がある可能性もあり、BCG-Mφの分類とその同定方法の再考まで含める
べきとも考えている。 
 膀胱癌の再発予防として、BCG（牛結核菌）膀胱注入療法は最も有効な治療法であるが、その
反面、副作用が多く、投与回数も多く 6-8 回にわたり毎週通院する必要がある。今回、BCG 療
法の作用機序のさらなる解明へ向けた解析を続ける予定である。 

BCG 膀胱注入療法の作用機序としては単球/マクロファージ（Mφ）系が、BCG により活性
化され炎症性の BCG-Mφ（M1-Mφ）となり、BCG-Mφが直接抗腫瘍効果を発揮する経路など
が推定されてきた。しかし、我々は BCG が単球/Mφ系を局所で枯渇させ、悪性腫瘍に利用され
る腫瘍関連マクロファージ（TAM）を著減させることが抗腫瘍効果の主な作用ではないかとも
考えている。一方、吸着物質 X を用いて TAM を除去し腫瘍の発育を抑制するという我々の発案
した方法（TAM 吸着除去法）は、マウスにおいて顕著な抗腫瘍効果を発揮する。BCG 療法にこ
の TAM 吸着除去法を併用することにより、より有効で副作用の少ない BCG-TAM 吸着物質併
用療法の開発を今後行いたいと考えている。 
 
（3）LDH 放出実験では、AIM と BCG-Mφの比較では、AIM の方が 2 倍以上高い細胞障害活
性を有した。in vitro の実験では、物質 X と Meth A 腫瘍細胞を同一シャーレで培養下におい
たが、特に物質 X と Meth A 腫瘍細胞が特に癒着やロゼット形成は認めなかった。 
 
（4）なお、 M1 型 Mφの活性化方法、M2 型マクロファージの減衰にもっとも有効な方法とタ
イミングを勘案し、最も有効と考えられる方法を用いる環境を検討したうえで、ヒト由来の腫瘍
の細胞をヌードマウスに移植し、この腫瘍の制御実験を検討している。 
すなわち、ヌードマウスにヒト由来の膀胱癌細胞をマウスの腹腔内や膀胱壁に異種移植し発

育させる。このヒト膀胱癌移植モデルにおいて、膀胱癌の発育の過程において、前述の物質 X の
投与や AIM や BCG-Mφ、Allo-BCG-Mφの投与することで抑制できるか否かを検証する予定
である。しかし、現在この予定は、51Cr 放出実験を LDH 放出実験に切り替えるなどのことか
ら、上記（1）（2）の実験に想定以上の時間を要し、この実験は先延ばしになっている。 
 ヌードマウスは、T 細胞からのサイトカインを欠いている。M1 型 Mφの活性維持に主に T 細
胞より分泌されるサイトカインである顆粒球・マクロファージコロニー刺激因子（GM-CSF）や
IFNγを投与する必要性がありうる。M1 型 Mφの活性化を維持する目的でリコンビナントのサ
イトカインの投与も場合により検討したいと考えている。 
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