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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺癌において、がん関連線維芽細胞(CAFs)は腫瘍促進的な腫瘍関連マクロフ
ァージ(TAMs)の集積と 相関していることが示された。特にpodoplanin陽性の表現型を呈するCAFsでは免疫抑制
的な腫瘍微小環境に関わるサイトカイン遺伝子発現の亢進が認められた。 CAFsがTAMsに何らかの経路で影響を
与え免疫抑制的で腫瘍促進的な免疫微小環境構築に関与することが示唆された。我々の報告からTGF-βが関与す
ることが示唆されている。単球からマクロファージに分化させる実験系を確立して、CAFsとTAMsの相互採用メカ
ニズムの詳細を明らかにしてくことが今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：In non-small cell lung cancer, cancer-associated fibroblasts (CAFs) have 
been shown to correlate with the accumulation of tumor-promoting tumor-associated macrophages 
TAMs). Specifically, CAFs exhibiting a podoplanin-positive phenotype demonstrated enhanced 
expression of cytokine genes involved in creating an immunosuppressive tumor microenvironment. This 
suggests that CAFs influence TAMs through some pathway, contributing to the formation of an 
immunosuppressive and tumor-promoting immune microenvironment. Our report suggests the involvement 
of TGF-β. Establishing an experimental system to differentiate monocytes into macrophages and 
elucidating the detailed mechanisms of interaction between CAFs and TAMs is a future challenge.

研究分野：腫瘍微小環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非小細胞肺がん（NSCLC）の免疫微小環境（IME）を研究することは、治療法の開発と予後の改善において極めて
重要である。免疫チェックポイント阻害剤のような新たな免疫療法の効果を予測・最適化するためには、IMEの
詳細な理解が不可欠である。我々は腫瘍間質に着目し、がん関連線維芽細胞と腫瘍関連マクロファージの関係性
を明らかにした。今後さらなる詳細なメカニズムを含むIMEの特性を解明することで、新たなバイオマーカーの
発見や、個別化医療の推進が期待されると考えている。

※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 
がん細胞の周囲にはリンパ球やマクロファージといった免疫細胞や線維芽細胞などの非がん細
胞が存在し、間質と呼ばれる組織を構成している。特にがん組織の中にいるこれらの細胞は、腫
瘍浸潤リンパ球(tumor-infiltrating lymphocytes: TILs)、腫瘍関連マクロファージ(tumor-
associated macrophages: TAMs)、がん関連線維芽細胞 (cancer-associated fibroblasts: CAFs)
と呼ばれており、それぞれ特異な生物像を獲得した細胞集団である。がんの悪性化はがん細胞だ
けでなく、これらの間質細胞が形成するがん微小環境にも大きく影響されることが分かってい
る。 
我々の研究グループは非小細胞肺癌のがん間質細胞に着目した研究に取り組んでおり、CAFsの
亜集団に Podoplanin 分子陽性分画 (PDPN 陽性 CAFs)が存在することを世界で初めて報告し
た。In vitroおよび In vivoの検討から、PDPN陽性 CAFsは、がん細胞の浸潤能、生着率を亢
進した。さらに、PDPN陽性 CAFsの存在は、外科手術を受けた患者における予後因子となる
ことなど、PDPN 陽性 CAFs が機能的分子として腫瘍促進的にはたらくことを明らかにした  
(Int J Cancer, 2008, Cancer Res. 2011)。 
TAMs はがん組織において単球がマクロファージに分化して浸潤したものである。TAMs もま
た様々な亜集団が存在し、我々はその中でも CD204分子陽性分画のマクロファージ (CD204陽
性 TAMs)が腫瘍促進的な性質を有することも報告してきた (J Thorac Oncol, 2010, 2012)。 
興味深いことに、現在進行中の検討において、PDPN陽性 CAFsが多いがん組織では CD204陽
性 TAMs も多いことが判明した。これらのことから、PDPN 陽性 CAFs はがん細胞だけでな
く、TAMsなどの免疫細胞とも相互作用を示してがんの悪性化に関与する可能性が示唆される。
TAMsは直接的あるいは間接的にがん組織内の免疫微小環境を修飾するとの報告もあり、TAMs
と CAFs の相互作用を解明することで、TAMs の腫瘍促進的な機能を抑制する新たな治療ター
ゲットを発見する上で非常に重要なものであると考えられる。 
 

 
２．研究の目的 
腫瘍促進的 CAFs の亜集団が、1) TAMs の分化、動員に影響を与えるのか、2) 与える場合は、その分
子機構の解明、を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
<具体的な検証手順> 
１）臨床病理学的検討 
当院で2007年から2014年の間において手術された非小細胞肺癌患者の病理検体を用いて免疫染色を行う。
PDPN 陽性 CAFs が 10%以上存在する症例を PDPN 陽性症例、10％未満を PDPN 陰性症例として扱う。まず、
PDPN 陽性症例と陰性症例について、CD204 陽性 TAMs の集積数を評価して比較する。さらに、PDPN 陽性症
例において、同一症例内で PDPN 陽性 CAFs が存在する領域と PDPN 陰性 CAFs が存在する領域での CD204 陽
性 TAMs の集積数を比較する。このようにして PDPN 陽性 CAFs が腫瘍内におけるCD204 陽性 TAMs の集積
数だけでなく、がん組織内における局在に関与するかを検討する。 



2）CAFs と単球の分離 
当院で肺がん患者から採取された CAF および単球を分離培養する。この CAF 検体を用いて、PDPN 陽性 CAFs
と PDPN 陰性 CAFs の cell-sorting を行う。Cell-sorting については当施設所有の FACS-ARIA II を使用し
て行う。単球は、切除された肺の肺静脈血より免疫磁気ビーズを用いて CD14 陽性分画を分離する。 
３）PDPN 陽性 CAFs のトランスクリプトーム解析 
 
PDPN 陽性 CAFs と PDPN 陰性 CAFs の mRNA を用いて RNAseq を実施する。両者において 2倍以上発現量に差
を認め、かつ CD204 陽性 TAMs の分化／動因に関与する因子を抽出する。 
４）PDPN 陽性 CAFs と単球との共培養 
分離した CD14 陽性単球と PDPN 陽性 CAFs とを共培養する。1 週間培養後、CD204 分子発現の定量を行う。 
さらに、Double chamber migration assay を施行する。下層に上記 CAFs を培養し、upper chamber（8um
の pore を有する）に CD14 陽性/CD204 陽性 TAMs を静置する。1 日後に、下層に移動する TAM の数を検討
する。 
RNAseq により得られた候補分子を、PDPN 陽性 CAFs に過剰発現、あるいは PDPN 陰性 CAFs にノックダウン
し、上記現象がキャンセルされるかを検討する。PDPN 陽性 CAFs 由来のどの因子が、TAM の分化、動員に関
与するかを検討する。 
 
3）上記の実験で PDPN 陽性 CAFs と CD204 陽性 TAMs との間の相関が認められなかった場合 
 Podoplanin とは別の因子が CD204 陽性 TAMs に関与している可能性がある。その場合、podoplanin 以外
に CD204 陽性 TAMs に影響を与える CAFs の亜集団を探索する。 
 当研究室では、患者由来の CAFs に関して、CAFs を single cell 単位で分離/培養し、それぞれの CAF ご
とのクローンを確立している (J Cancer Res Clin Oncol, 2017)。これによって樹立された CAF の各クロ
ーンと CD204 陽性 TAMs において関連が認められるもの/認められないものを抽出する。これらのクローン
間での CAF の特性の違いをRNAseq にて明らかにし、該当因子に関しては 2-4 に従いって詳細なメカニズム
を明らかにしていく。 
 
 
４．研究成果 
非小細胞肺癌において、podoplanin 陽性がん関連線維芽細(PDPN+ CAFs)胞は腫瘍促進的な TAMs
の集積と 相関していおり、in vitro の実験において、PDPN+ CAFs では免疫抑制的な腫瘍微小環
境に関わるサイトカイン遺伝子発現の亢進が認められ、これを報告した(Relationship between 
podoplanin-expressing cancer-associated fibroblasts and the immune microenvironment of 
early lung squamous cell carcinoma. Lung Cancer. 2021 Mar;153:1-10)。 それ以降、CAFs
と TAMs の間にどのような相互作用が働いているのを明らかにすることを課題として取り組んで
きた。CAFs が免疫抑制的な腫瘍微小環境に 関わる因子として TGF-βが関与することが想定さ
れた。これを単球からマクロファージに分化させる系を確立して実証しようと試みたが、実験系
の確立に非常に 難渋し、直接的なメカニズムの解明な困難であった。 それでも CAFs が TAMs に
なんらかの経路で影響を与え免疫抑制的で腫瘍促進的な免疫微小環境構築に関与することは複
数の研究報告からも濃厚だと考えられる。さ らに改善した実験系の確立によってこの詳細なメ
カニズムが実証されることが待たれる。 
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