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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は非小細胞肺癌での腫瘍関連マクロファージの多寡を決める癌の遺伝子
異常は何か、および腫瘍関連マクロファージの3次元的（立体）分布状態やその意義を明らかにすることにあ
る。ターゲットシーケンス結果に基づき、非小細胞肺癌294例のp53免疫組織化学を施行した結果、P53陽性非小
細胞肺癌は陰性非小細胞肺癌より有意に腫瘍関連マクロファージが多いことが示された。組織透明化技術により
ヒト肺組織でCD68, CD204陽性マクロファージを500マイクロメートル厚にわたり3次元的に評価可能であること
を実証し、さらに非小細胞肺癌組織で腫瘍関連陽性マクロファージの立体分布の観察を施行し得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to determine genetic abnormalities 
determinating the abundance of tumor-associated macrophages (TAMs) in non-small cell lung cancer, 
and to determine the three-dimensional (3D) distribution of TAMs and its significance. Based on 
targeted sequencing results, p53 immunohistochemistry of 294 non-small cell lung cancer cases was 
performed to show that p53-positive non-small cell lung cancers have significantly more TAMs than 
negative non-small cell lung cancers. Using tissue transparency technology, we demonstrated that 
CD68- and CD204-positive macrophages can be evaluated three-dimensionally over a 500-micrometer 
thickness in human lung tissue, and we observed the three-dimensional distribution of TAMs in 
non-small cell lung cancer tissue.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 肺癌　腫瘍関連マクロファージ　ターゲットシーケンス　p53遺伝子　組織透明化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、非小細胞肺癌の予後、生物学的態度と相関する腫瘍関連マクロファージの多寡が、非小
細胞肺癌のp53遺伝子異常と関わる点を見出したことにある。代表的ながん抑制遺伝子であるp53遺伝子異常がど
のようなメカニズムで腫瘍関連マクロファージを誘導するかが今後の興味ある課題と思われる。一方、社会的意
義として、非小細胞肺癌患者の”リキッドバイオプシー”により癌のp53遺伝子異常を検出することにより、従
来は手術検体の解析を通じてしか知りえなかった腫瘍関連マクロファージの多寡を推定することが可能と考えら
れることである。これにより正確な患者予後の推定などにつながると思われる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
非小細胞肺癌に関しては EGFR や ALK 遺伝子異常に対する分子標的治療の導入など治療の 

進歩にも関わらず、治療抵抗性の症例が多く存在し、その克服が課題である。一方、癌 

組織に浸潤するマクロファージ (TAM, Tumor-Associated Macrophage) に よ る 腫 瘍 の 進

展促進作用が注目を集め、治療標的としても期待されている。われわれも非小細胞肺癌 297 例

の検討で TAM が独立した予後不良因子であることを確認している(Li Z, et al. The 

intratumoral distribution influences the prognostic impact of CD68- and CD204-

positive macrophages in non-small cell lung cancer. Lung Cancer. 2018;123:127-135)。

しかし、そもそも“非小細胞肺癌での TAM の多寡を決める癌の遺伝子異常は何か”が現 

況では不明である。また、組織切片上（2次元平面）の TAM 分布状態（癌周囲肺胞/癌細胞胞巣

/癌間質）に関しては、その予後因子としての役割を含め、広く研究が行われ、多くの知見がす

でに存在する。しかし、“TAM の 3次元的（立体）分布状態やその意義”の多くは未解明であ

るのが現状である。 

２．研究の目的 
本研究の目的は“非小細胞肺癌での TAM の多寡を決める癌の遺伝子異常は何か”を次世代シ 

ーケンス解析により明らかにし、“TAM の 3次元的（立体）分布状態やその意義”を組織透明 

化技術により明らかにすることにある。同時に以下の各点を明らかとし、指向するものである。 

まず、腫瘍免疫に関しては腫瘍浸潤リンパ球の多寡や免疫チェックポイント治療反応性を左 

右する癌の遺伝子異常が明らかになりつつあるのに比べ、TAM の多寡に関連する癌の遺伝子 

異常は解明されておらず、これを明らかにする点、さらに、現状では TAM は手術標本で腫瘍全 

体を観察しないと決定できないが、TAM に関連する癌の遺伝子異常を明らかにすることによ 

って、手術によらずともリキッドバイオプシーなどで TAM の多寡を推定できる診断システム 

を構築しようとする。また、腫瘍免疫に関し、免疫担当細胞の立体分布状態を実際の癌手術標 

本で観察した研究は例が無く、これを明らかにすることで骨髄由来マクロファージから肺癌局

所でどのような経路をたどって TAM として生着するのかを TAM の血管リンパ管などとの 3次元 

的位置関係から探求する。 
３．研究の方法 
（１）非小細胞肺癌での TAM の多寡を決める癌の遺伝子異常に関する研究。 

すでに CD68 （マクロファージ共通マーカー）、CD204（M2 マクロファージマーカー）を用いて

TAM を計測済みの秋田大学医学部付属病院の非小細胞肺癌手術症例 297 例より、腺癌、扁平上皮

癌、非喫煙者肺癌などのカテゴリー別に癌間質 TAM の多い症例 15 例、少ない症例 15 例、総計

30 例程度選定する。選定された症例の凍結保存癌組織より DNA 抽出を行い、DNA quality check

のうえターゲットシーケンスを施行する。これにより、がん関連遺伝子のホットスポット領域体

細胞変異の検索を行う。シーケンスデータ解析により TAM の多寡に関わる癌の遺伝子異常候補

を同定する。以上により同定された候補遺伝子異常と TAM の多寡の関係につき、多数例の非小細

胞肺癌手術症例の検索により、検証する。 

（２）TAM の 3次元的（立体）分布状態やその意義に関する研究。 

組織透明化組織連続切片の画像取り込みと再構成により、最終的には 500nm-1mm 単位の厚みで

の 3次元観察を目標として、研究を進める。組織透明化は世界的にも未だ開発途上にある新技術

だが、研究代表者の所属講座では通りその技術の確立に取り組んでいる。 

組織透明化のためには専用の試薬や数百万円の専用機材が市販されているが、研究代表者の所



属講座ではアクリルアミドを主成分とする溶液に浸漬後、一般的な小型の電気泳動装置(Mupid)

で電気泳動を行うことで良好な結果を得ている。ホルマリン固定パラフィン切片では組織透明

化により100-120μm厚程度の3次元的組織観察が安定的に施行可能である。この技術を用いて、

研究をおこなう。具体的には、非小細胞肺癌手術標本を組織透明化の後、マクロファージ―マー

カーとの蛍光重染色で、TAM と癌細胞の立体的位置関係にいくつかのパターンを見出すことや、

TAM と血管、リンパ管、細気管支との立体的位置関係の把握および各種免疫担当細胞との分布の

立体的位置関係の把握をおこなう。 

４．研究成果 

（１）非小細胞肺癌での TAM の多寡を決める癌の遺伝子異常に関する研究。 

CD68（マクロファージ共通マーカー） および CD204（M2 マクロファージマーカー）を用い

て腫瘍関連マクロファージを計測済みの秋田大学医学部付属病院の 非小細胞肺癌手術症例 297

例より、癌間質腫瘍関連マクロファージの多い症例 15 例、少ない症例 15 例、総計 30 例を選定

し、症例の凍結保存癌組織より DNA 抽出を行 い、DNA quality check のうえターゲットシー

ケンス(TruSight Tumor 15)を施行した。その結果、TP53 遺伝子異常を有する非小細胞肺癌で

腫瘍関連マクロファージが多いこと、KRAS および EGFR 遺伝子異常と腫瘍関連マクロファー

ジの関連はみられないことが明らかになった。また、PIK3CA 遺伝子異常が腫瘍関連マクロ フ

ァージと相関する可能性が示唆されたが、PIK3CA 遺伝子異常を有する非小細胞肺癌症例が少

ないため、TP53 遺伝子異常に着目し、検証研究をおこなった。2005 年か ら 2013 年にかけ、

秋田大学医学部付属病院にて手術切除をうけた非小細胞肺癌 294 例の病理標本より代表的切片

を選定し、p53 免疫組織化学を施行した。その結果、P53 免疫染色陽性非小細胞肺癌は陰性非小

細胞肺癌より統計学的有意差をもって腫瘍関連マクロファージが多いことが示され、また、その

傾向は喫煙、組織 型、性別と独立していることも示された。さらに、TP53 遺伝子の特定の変異

が腫瘍関連マクロファージの多寡を左右するかを検証するため、P53 免疫染色陽性非小 細胞肺

癌 52 例のパラフィン切片より DNA 抽出を施行し、TP53 遺伝子 exon 5-9 をサンガーシーケン

スにて検索したが、exon5 c.524G>A p.R175H,exon7c.743G>A p.R248Q, exon8 c.797G>A 

p.G266E を各 1 例見出したのみ（3/52 例：5.8%) にとどまり、意義のある結果を得るには至ら

なかった。検体の長期保存の影響などによる、シーケンス解析不良の可能性がある。以上より、

非小細胞肺癌において、喫煙、組織型、性別と独立し、TP53 遺伝子異常を有すると思われる P53

免疫染色陽性例では腫瘍関連マクロファージが多いことが示されたが、同時に、シーケンス解析

不良であることを考慮して、P53 と MDM2 免疫組織化学とを組み合わせるなどの方法を導入し

て P53 免疫染色結果 がより正確に p53 遺伝子異常を反映できるよう工夫するなど、今後の追

加的な検討が必要であることが示された。 

（２）TAM の 3次元的（立体）分布状態やその意義に関する研究。 

まず、アクリルアミドを主成分とする溶液に浸漬後、一般的な小型の電気泳動装置(Mupid)で電

気泳動を行う組織透明化技術を用い、非腫瘍ヒト肺組織で CD68, CD204 陽性マクロファージを

300-500 マイクロメートル厚にわたり 3 次元的に評価可能であることを検証した。引き続き、小

細胞肺癌組織を用いて同様の染色を行い、CD68, CD204 陽性マクロファージの立体分布の観察

を開始したが、非腫瘍肺組織ほどの観察深度（300-500 マイクロメートル厚）が得られなかった、

腫瘍細胞と非腫瘍間質細胞との判別が困難であった、また、は血管、リンパ管の描出が困難であ

ったため、当初目的としていた TAM と癌細胞の立体的位置関係にいくつかのパターンを見出す

ことや、TAM と血管、リンパ管、細気管支との立体的位置関係の把握および各種免疫担当細胞と

の分布の立体的位置関係の把握は十分な正確性を持って評価するには至らず、明確な結果を得



るには至らなかった。組織透明化技術を用いて三次元的観察を行うためには、病理組織標本にお

いては固定条件、保存期間などが影響する可能性があると思われた。 
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Macrophage-mediated transfer of cancer-derived components to stromal cells in gastric cancer.

DIPA familyタンパク質CCDC85Aは miR-224により調節され、膵癌細胞の移動能及び増殖能を変化させる．


