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研究成果の概要（和文）：　本研究では、腫瘍微小環境構築に関与するCAF・TAMに着目し、特にCAF-TAM 
interactionの新たな知見を得た。結果としてTAMから誘導されたCAFの特徴的機能としてosteopontin誘導があげ
られ、さらにTAMから分泌されるosteopontinがその誘因であることが確認された。一方でCAFから誘導されたTAM
の特徴的機能としてPAI-1誘導も確認された。CAF・TAMは癌細胞との相互関連とともにCAF-TAM interactionの存
在も明らかとなり、Cancer cell-CAF-TAM interaction解除が難治性癌攻略のブレークスルーとなることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish the treatment strategy for tumor 
microenviroment focused on CAF (cancer associated fibroblast)-TAM (tumor associated macrophage) 
interaction.
At first, we identified that in the tumor microenvironment, the release of OPN (osteopontin) from 
TAM was increased, and this upregulated OPN further upregulated the OPN secretion from CAF cultured 
with TAM-CM (conditioned medium), leading to increased malignancy of cancer. Next, we demonstrated 
that CAF promoted the M2 polarization of macrophages and the induced TAM by CAF upregulated the 
PAI-1 secretion via CXCL12 of CAF-CM. Subsequently, PAI-1 produced by TAM enhanced the malignant 
behavior of cancer. 
Consequently, our results suggested that CAF-TAM interaction was correlated with tumor malignancy, 
the canceling the Cancer cell-CAF-TAM interaction would be a breakthrough for intractable cancer 
strategy.

研究分野： 医歯薬学､外科系臨床医学、外科学一般

キーワード： 腫瘍微小環境　マクロファージ　難治性癌　免疫逃避

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　癌治療において、癌細胞だけでなく腫瘍内血管新生や免疫不全をターゲットとした腫瘍微小環境に対する集学
的治療が展開されているが、それらは癌細胞と脈管構成細胞・免疫担当細胞による単一のクロストークをターゲ
ットとしたもので、依然、腫瘍微小環境の一部を攻略しているにすぎない。本研究における癌自体を包括的に捉
えた腫瘍微小環境構築におけるCancer cell-TAM interactionの結果は、特にTAMをターゲットとした難治性癌の
治療戦略確立のための一助となる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍は癌細胞だけでなく、線維芽細胞、免疫担当細胞（マクロファージ・T リンパ球など）
や脈管構成細胞が集蔟し、それぞれ相互活性・分化誘導制御する腫瘍微小環境を形成している。
これまで癌細胞単体の悪性度増強（癌幹細胞を含む）・薬剤耐性機序や、実臨床において血管新
生阻害剤や免疫チェックポイント阻害剤が開発されているが、難治性癌の腫瘍微小環境のダイ
ナミックな環境変化には対応できていない。本研究で着目した癌関連線維芽細胞（Cancer 
associated fibroblast: CAF）と腫瘍関連マクロファージ（Tumor-associated macrophage: TAM）は、
癌細胞により誘導され、さらなる悪性度増強や、免疫抑制・血管新生誘導により、微小環境を完
成させる。 
 一般に線維芽細胞は線維化とともに抗腫瘍効果を示すが、癌細胞の CAF 誘導により、CAF 由
来のサイトカインが癌細胞の EMT（上皮間葉転換）を誘導する。我々も肝星細胞（HSC）、膵星
細胞（PSC）が癌細胞により CAF 分化・IL6 分泌誘導する Cancer cell-CAF interaction を確認した。 
 もう一つの主要構成細胞であるマクロファージは、可逆的に M1 型（免疫誘導）と M2 型（免
疫抑制）に極性変化する。腫瘍微小環境では M2 型（TAM）が誘導され、抗炎症・免疫抑制や
EMT を促進する。我々も癌細胞由来 lactic acid が TAM 誘導（CD163・Arg1 発現）し、TAM 由
来 VEGF が癌細胞 EMT 誘導する
Cancer cell-TAM interaction を確認し
た。 
 一方で、CAF-TAM interaction も腫
瘍微小環境で構築されていることが
示唆され 5)、早期から癌細胞だけで
なく CAF・TAM がトライアングル
（Cancer cell-CAF-TAM interaction）
を形成することが予想されるが、詳
細は解明されていない（図 1）。本研
究では、難治性癌の克服に微小環境
構築の根幹である Cancer cell-CAF-
TAM interaction 攻略がブレークスル
ーとなり得ると考え、特にCAF-TAM 
interaction に着目し、検討を行うこと
した。 
 
２．研究の目的 
腫瘍関連マクロファージ（Tumor-associated macrophage: TAM）は、癌細胞により誘導され、微小
環境構築の早期から Cancer cell-TAM interaction を形成する。さらに癌細胞のみならず、TAM を
介して免疫逃避・血管増生が誘導され、難治性腫瘍微小環境の完成に向けてクロストークを構築
する。つまり腫瘍微小環境の克服には、その根幹である Cancer cell-TAM interaction 解除ととも
に、さらに誘導される免疫逃避機構の攻略が必要で、これらのクロストークを詳細に解明するこ
とを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
癌細胞株は Huh7（ヒト肝細胞癌：Riken Cell Bank: Tsukuba, Japan）、HSC は LX2（Sigma-Aldrich）、
マクロファージは THP-1（Culture Collections of Public Health England）を 10%FBS 含有 RPMI-1640
（Wako, Osaka, Japan）で培養後、150 nM PMA（phorbol-12-myristate-13-acetate）（Sigma, St. Louis, 
MO, USA）で 48 時間培養、M0 マクロファージ分化後、本研究に使用した。 
Conditioned medium（CM）は、Huh7 を PBS 洗浄後、FBS free DMEM で 48 時間培養、2,500rpm
で遠心分離した上清を Cancer-CM とした。CAF-CM・TAM-CM は 10cm dish に Lx2・M0 マクロ
ファージを FBS free DMEM 5ml・Cancer-CM 5ml（10cm dish）で 48 時間培養後、Cancer-CM と同
様の手法で作成した。 
 
(1) 腫瘍微小環境における CAF 分化能と機能解析 
HSC を、Cancer-CM・TAM-CM・CAF-CM で 48 時間培養し、CAF1 (Ca.)・CAF2 (TAM)・CAF3 
(CAF)を作成し、CAF マーカー（αSMA・FAP）mRNA 発現とともに IL-6 mRNA を解析した。さ
らに FBS free DMEM に培養液交換後の 48 時間培養により、CAF1 (Ca.)-CM・CAF2 (TAM)-CM・
CAF3 (CAF)-CM の 3 種類の conditioned medium を作成した（図 2A）。Huh7 を各種 CM 培養下で
proliferation（Dojindo Molecular Technologies, Inc., Tokyo, Japan）・migration（Corning, NY. USA）・
scratch assay を施行した。また各種 CM のサイトカインアッセイ（R&D Systems, Inc., MN, USA）
により各種 CAF の機能解析を行った。 
 
(2) 腫瘍微小環境における TAM 分化能と機能解析 
 検討 I と同様の手法で、M0 マクロファージから TAM1 (Ca.)・TAM2 (CAF)・TAM3 (TAM)を作



成し、TAM マーカー（CD163・CD204）mRNA 発現とともに IL-6 mRNA を RT-PCR にて解析し
た。さらに各種 CM を作成し、腫瘍悪性度に対する影響、各種 TAM の機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍微小環境における CAF 分化能と機能解析 
 CAF1 (Ca.)・CAF2 (TAM)・CAF3 
(CAF)の αSMA・FAP mRNA は IL-6 
mRNA とともに HSC と比較して有
意に上昇していた（図 2B）。また
CAF1 (Ca.)-CM・CAF2 (TAM)-CM・
CAF3 (CAF)-CMはHSC-CM（control）
と比較し、腫瘍増殖能、浸潤能とも
有意に増強した（図 2C, D）。 
 また CAF2 (TAM)-CM は他の CM
と比較して、osteopontin（OPN）・
chitinase 3-like 1 が増強し、ERISA 
assay でも、CAF2 (TAM)-CM の OPN
濃度が有意に高値であることを確認
し（図 3A）、臨床検体においても、
OPN 陽性紡錘型細胞（OPN 陽性
CAF）が散在していた（図 3B）。OPN
抗体  (AF1433: R&D Systems, Inc., 
MN, USA)による阻害試験では、
CAF2 (TAM)-CM においてのみ、有意
に腫瘍増殖能・浸潤能が低下してい
た（図 3C, D）。 
さらに、TAM-CM のみが OPN 産生
性 CAF を誘導する理由については、
既報から TAM 由来 OPN が、CAF の
OPN 産生増強を誘導していると仮
説を立て、各種 CAF 作成時の OPN
阻害による影響も確認した（図 4A）。 
 まず、M0 マクロファージでは
OPN 分泌能は低く、M2 極性変化に
より分泌能が有意に増強し、M0 マク
ロファージ-CM 培養下 HSC の OPN
分泌能は亢進しなかった。また TAM-CM の OPN 阻害により、CAF2 (TAM)の OPN 分泌能は低
下し（図 4B）、腫瘍増殖能・浸潤能ともに低下していた（図 4C, D）。 
 
(2) 腫瘍微小環境における TAM 分化能と機能解析 
 TAM1 (Ca.)・TAM2 (CAF)・TAM3 
(TAM)の CD163・CD204 は TAM1 
(Ca.)・TAM2 (CAF)が M0 マクロファ
ージと比較して有意に上昇し（図
5A）、IL-6 mRNA は TAM3 (TAM)の
みが有意に上昇していた（図 5B）。
このことは TAM 自身は M0 マクロ
ファージを M2 極性へ誘導しないこ
とを示すため、以降の検討では
TAM1 (Ca.)・TAM2 (CAF)を中心に行
った。TAM1 (Ca.)-CM・TAM2 (CAF)-
CM は M0 マクロファージ -CM
（control）と比較し、腫瘍増殖能、浸
潤能とも有意に増強した（図 5C, D）。 
また TAM2 (CAF)-CM は他の CM

と比較して、 plasminogen activator 
inhibitor-1（PAI-1）・DKK-1・IL-8 が増強しており、ERISA assay でも PAI-1 濃度が有意に高値で
あることを確認した（図 6A）。Tiplaxtinin（PAI-039: Selleck, Osaka, Japan）による PAI-1 阻害試験
では、TAM2 (CAF)-CM においてのみ、有意に腫瘍増殖能・浸潤能が低下していた（図 6B, C）。 
さらに、CAF-CM のみが PAI-1 産生性 TAM を誘導する理由については、cancer-CM、HSC-CM、

CAF-CM のサイトカインアッセイにより、CAF-CM でのみ増強されているサイトカイン
（CXCL12・CCL5・PDGF-AA・angiogenin）を同定し（図 6D）、CXCL12 が ERISA assay でも有
意に高濃度であることや、CAF-CM に CXCL12 抗体（AF-310-NA: R&D Systems, Inc., MN, USA）



を追加することで、TAM2 (CAF)の特
徴的機能である PAI-1 分泌能が低下
することを確認している。今後、他
のサイトカインの関与や、腫瘍悪性
度に対する影響について検討を加え
ていく予定としている。 
 
 以上のことを踏まえて、本研究で
は、特に腫瘍微小環境における CAF-
TAM interaction に着目した。まず
OPN はリン酸化糖蛋白分子で、これ
まで炎症、感染、癌といった病態に
おいて発現亢進するとともに、癌に
おいては増殖・転移・血管新生の誘
導や、CDDP 耐性因子として報告さ
れている。本研究では、TAM により誘導された CAF の特徴的機能として OPN 分泌能の増強が
証明された。 
 また PAI-1 は Serine Proteinase 
Inhibitor（SERPIN）に属し、組織プラ
スミノゲンアクチベーター（t-PA）阻
害による線溶系抑制作用以外に、
様々な癌腫の悪性度バイオマーカー
として報告されている。最近では、
癌由来 PAI-1 のマクロファージの
M2 極性変化（TAM 誘導）も報告さ
れている。本研究では、CAF により
誘導された TAM の特徴的機能とし
てPAI-1分泌能の増強が証明された。 
これらの結果を総合し、癌細胞と

CAF・TAM それぞれの相互関連だけ
でなく、CAF-TAM 双方向性に悪性度
上昇機序となり得る CAF-TAM 
interaction が確認できた（図 7）。今後、腫瘍微小環境における複雑な Cancer cell-CAF-TAM 
interaction をひもといていくことが、難治性癌克服のブレークスルーとなることが示唆された。 
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