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研究成果の概要（和文）：これまで1種類しか存在しないと考えられてきたマクロファージであるが、様々な最
近の研究や研究担当者のこれまでの研究からマクロファージは複数のサブタイプがある（多様性を持っている）
ことが明らかになっている。本申請で標的臓器を肝臓、標的疾患を肝臓がんとしており、これまで主に研究・解
析されているクッパー細胞以外の細胞でさらに肝臓かんの発症・進行に影響を与えるマクロファージサブタイプ
の探索と機能解析を行うことで、肝臓がんの発症や進行メカニズムの包括的に理解することを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Macrophages have been considered to exist as a single type for long tine. 
but　various recent studies and the research revealed that macrophages exhibit multiple subtypes. In
 this research, we focused on liver and liver cancer as the targets. 
The objective is to comprehensively understand the mechanisms of liver cancer development and 
progression by exploring and functionally analyzing macrophage subtypes other than the Kupffer 
cells, which have been mainly studied and analyzed so far, that influence the onset and progression 
of liver cancer.

研究分野：免疫学

キーワード： 肝臓がん　マクロファージサブタイプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで1種類しかないと考えられてきたマクロファージであるが、最近の研究や研究担当者の研究からマクロ
ファージには複数のサブタイプがあることがわかってきている。肝臓のマクロファージ研究はこれまでクッパ―
細胞が主に研究・解析されており、それ以外のサブタイプの探索や研究はこれまで報告されていなかった。本研
究によって肝臓がんの病態進行に関与する新しいマクロファージサブタイプの同定と機能解析によって、またそ
れらの各細胞に影響を及ぼす非免疫系とのクロストークの網羅的解析によって、マクロファージを1つの指標と
して包括的に肝臓がんを理解することができた点で意義があったといえる。

※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 
 
臓器の中でも肝臓は栄養の貯蔵、有害物質の解毒・分解、消化に必要な胆汁の分泌を担
う非常に重要な器官であるが、慢性ウイルス性肝炎により発生する原発性肝がんや他の
臓器で発生したがんが転移する転移性肝がん等が起こる臓器でもある。また、この肝臓
のマクロファージはこれまでクッパ―細胞が主に研究されてきた。 
研究担当者がこれまでに着目してきたアレルギー、メタボリックシンドローム、肺線維
症に関わる 3つの疾患特異的マクロファージの観点から、肝臓にも複数種の細胞が存在
していることが推測された。実際に研究担当者の予備実験から肝臓がんの病態の進行に
伴って既知の細胞とは異なる分子マーカーや遺伝子発現のパターンが異なるマクロフ
ァージサブタイプが確認されたことから、本研究計画では研究対象を肝臓に定め、肝が
んの進行に影響を及ぼす新規マクロファージサブタイプの探索と同定及び機能解明を
行うことで、肝臓がんの発症・進行メカニズムの全貌を明らかにしたいという思いから
本研究構想に至った。 
 
 
2．研究の目的 
 
これまで 1種類しか存在しないと考えられてきたマクロファージであるが、様々な最近
の研究や研究担当者のこれまでの研究からマクロファージは複数のサブタイプがある
（多様性を持っている）ことが明らかになっている。本申請で標的臓器を肝臓、標的疾
患を肝臓がんとしており、これまで主に研究・解析されているクッパー細胞以外の細胞
でさらに肝臓かんの発症・進行に影響を与えるマクロファージサブタイプの探索と機能
解析を行うことで、肝臓がんの発症や進行メカニズムの包括的に理解することを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
①肝臓がんの病態進行に伴って変化するマクロファージサブタイプの分類と機能解析 
肝臓がんモデルマウスとして Hydrodynamic injection（HDI）法を用いて肝臓に発がん
遺伝子である Ras 及びがん抑制遺伝子 p53 の発現抑制をかけて発がんさせる肝臓がん
モデルを立ち上げた。また HDI 法に加え、コリン欠乏高脂肪メチオニン原料飼料（CDA
－HFD）給餌による肝臓がんモデルマウス等の複数の発がんモデルも用いる。上記の方
法で発がんした病態進行度の比較検討を行い、複数の発がんモデルにおいて共通に表れ
るマクロファージや単球のサブタイプの検討を行う。HDI法では Ras発現プラスミドと
p53抑制プラスミドの混合液を尾静脈から定圧及び一定時間で注入し、病態進行期であ
る 28日と悪化期である 56日に組織学的解析と各タイムポイントでのマクロファージ・
単球の各サブタイプの経時的変化を取り入れ、フローサイトメーターを用いてデータの
入手を行った。 
これらの解析に加え、担癌マウス内で変化するマクロファージや単球の詳細な分類につ
いてはシングルセル解析をし、その中からがんの病態の発症・増悪に関わると考えられ
る新規マクロファージの探索を行った。得られた複数のマクロファージサブタイプ候補
細胞を担がんの野生型マウスに移植することにより、肝臓がんの進行に影響を及ぼす細
胞かを決定した。病態に影響を及ぼす細胞の同定ができたので、その細胞を肝臓に過剰
に移植し、細胞が多量にある状況下でシングルセル解析を行い、さらにリガンドレセプ
ター解析を行って、細胞同士の関係性を検討した。 
 
②肝臓がんの病態進行に伴う疾患特異的マクロファージの解析と遺伝子発現の網羅的
解析 
新規マクロファージサブタイプにおける遺伝子発現を RNA-Sequence(RNA-seq)を用いて
検討し、これまで蓄積してきたその他の疾患特異的マクロファージサブタイプの網羅的
遺伝子発現データ群との比較検討することで、肝臓がんの病態に関与するマクロファー
ジサブタイプ内で特異的に変化する疾患関連遺伝子の候補を抽出した。得られた候補遺
伝子をノックダウン（KD）システムで安価で簡易的に疾患への関与を検討し、ポジティ
ブなデータが得られた遺伝子に関してノックアウト（KO）マウスを作製した。このマウ
スを使用して新規マクロファージサブタイプに及ぼす影響及び、病態に及ぼす影響を解
析してサブタイプの制御因子を同定した。 
 



４．研究成果 
 
① 肝臓がんの病態進行に伴って変化するマクロファージサブタイプの分類と機能解析

により、肝臓がんの進行に影響を与える新規マクロファージサブタイプを同定した。 
 

野生型のマウスで複数の肝がんモデルを作製し、骨髄、リンパ節、脾臓、血中やがん移
植部位で変化するミエロイド細胞を経時的にサンプルを回収してフローサイトメトリ
ーにより解析した。 
肝臓がんの発生に伴って変
化する様々なミエロイド細
胞を分類し、解析・検討した。
異なる発がんモデルマウス
においても共通してその数
が大きく変化する細胞をい
くつか同定することができ
た（図１）。 
同定された細胞を別々に肝
臓がんモデルマウスに移植
し、腫瘍体積と腫瘍重量を測
定することにより、どのマク
ロファージサブタイプが肝
臓がんの増悪・抑制の機能を
有しているかを検討したと
ころ、一つのマクロファージ
サブタイプによって肝臓が
んの増悪が顕著に抑えられ
ることが明らかになった。 
これらの解析に加え、担がん
マウス内で変化するマクロファージや単球の詳細な分類を行うために、同定された新規
マクロファージサブタイプを肝臓に過剰に移植し、細胞が多量にある状況下でサンプル
を回収し、10x シングルセル解析システムを 用いて一細胞レベルでのトランスクリプ
トーム解析を実施する。シングルセルダブレット除去、死細胞除去、細胞周期 補正を
行い、主成分解析（PCA）の後に tSNE および UMAP 圧縮にて２次元で細胞分布を可視化
する。さらに階 層的クラスター解析
による樹形図を作製し該当組織及び
該当部位に存在している細胞を分類
する。既知の各細 胞マーカーを
Feature プロットで可視化する事で
比較対象とする。細分化されたクラ
スターに特異的に発現する遺伝 子
を 30以上抽出した。さらにリガンド
レセプター解析を行って、細胞同士
の関係性を検討した。マクロファー
ジサブタイプの RNA-Seq を行い、実
験担当者がこれまで蓄積してきた様々なマクロファージの遺伝子発現データとの比較
を行い、細胞の特徴を捉えることができた。これまでに確立した遺伝子抽出方法のノウ
ハウを用いて、これらの遺伝子発現情報を解析し複数の疾患関連遺伝子の選出をし、候
補遺伝子の断続的なノックダウン（KD）をした骨髄細胞の樹立を行った。この骨髄細胞
を班致死量のγ線を照射した野生型のマウスに移植してキメラマウスを作製し、HDI法
を用いて担癌モデルマウスを作製し肝臓がんに及ぼす影響とマクロファージサブタイ
プを中心とした免疫応答を検討するために病態進行期の肝臓を回収し組織学的解析と
フローサイトメトリーによる解析を行った。 
これらの一連の解析により、これまで肝臓がんとの関連が報告されていない新規の疾患
関連遺伝子の同定をすることができた。 
 
② 肝臓がんの病態進行に伴う疾患特異的マクロファージの解析と遺伝子発現の網羅的

解析 
 
上記で同定した新規疾患関連遺伝子のノックアウト（KO）マウスを作製した。樹立した
遺伝子 KO マウスを用いて肝臓がんの病態に関わる疾患特異的マクロファージで機能す
る重要な分子の検討を行った。KO マウス由来の細胞の遺伝子発現を RNA-Seq により検
討し、発現パターンのクラスタリングを行う。これまでに作製された遺伝子発現データ
ベースよりクラスターごとの遺伝子のプロモーター配列を抽出し、そこに結合する転写



因子を予想検討するプログラムを用いて、遺伝子発現制御に関わる転写因子を解析した。
遺伝子発現を制御する重要な転写因子に関しては今後さらなる解析・検討が必要になる。 
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