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研究成果の概要（和文）：近年、マクロファージの活性化制御が生活習慣病に対する新たな予防・

治療戦略になることが知られている。そこで、本研究では天然物化合物の中からマクロファー

ジの活性化を制御する化合物の探索を行った。その結果、corosolic acid や onionin が STAT3

の活性化を抑制することでマクロファージの活性化を制御し、将来的にガン予防・治療に応用

できる可能性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：It is well known that tumor-associated macrophages play an 
important role in cancer growth. In this study, we identified several natural compounds, 
such as corosolic acid and onionin which regulate macrophage activation. These compounds 
change M2 polarization to M1 polarization by inhibition of STAT3 activation in macrophages. 
Therefore, these compounds may be potentially new tool for tumor prevention and therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、マクロファージの活性化機構には、
古典的活性化経路とオルタナティブ活性化
経路が存在することが明らかとなってきた。
すなわち Th1 タイプのサイトカインでの刺激
により炎症惹起性に機能する古典活性化マ
クロファージ（M1 マクロファージ）と、Th2
タイプのサイトカインでの刺激により抗炎
症性、組織修復性に機能するオルタナティブ
活性化マクロファージ（M2 マクロファージ）
の 2種類に大別されている。このようなマク
ロファージの活性化の違いは、様々な疾患の
病態形成や病態の消長と深く関連するため、
マクロファージの活性化制御により、以下に
示す疾病の予防や治療が可能であると考え
られている。 
（１）ガン：腫瘍組織においては、M2 マクロ

ファージが腫瘍血管の形成促進に関与する
と共に、IL-10、PGE2等の免疫抑制分子を産生
するため、抗腫瘍免疫を抑制することが明ら
かとなってきた。また、IL-4、IL-13、STAT3/6
を欠損したマウスでは、腫瘍組織での M2 マ
クロファージへの分化が抑制され M1 マクロ
ファージの割合が増えるため、結果的に癌の
発育・転移が抑制されると報告されている。
つまり、M2 マクロファージは抗腫瘍免疫を抑
制することで腫瘍増殖に関与しており、一方、
M1 マクロファージは抗腫瘍免疫を活性化す
ることで、腫瘍の増殖を抑制することが知ら
れている。 
（２）動脈硬化およびメタボリックシンドロ
ーム：粥状動脈硬化症では、変性脂質を取り
込み集積した泡沫化マクロファージが壊死
に陥ることで粥腫破綻がおこり、心筋梗塞や
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脳梗塞などの急性期病変が惹起される。この
粥状動脈硬化巣形成には、炎症性機序が関わ
ることが周知の事実であり、M1 マクロファー
ジが優位を占めている。また、肥満形成にお
いても脂肪組織内のマクロファージが関与
することが知られており、肥満脂肪内のマク
ロファージも M1 優位であると報告されてい
る。 
 
２.研究の目的 
 前述した背景から、ガンではマクロファー
ジの活性化状態を M2から M1 に転換すること
ができればガンの予防や治療への応用が期
待でき、一方、動脈硬化やメタボリックシン
ドローム病態においては、マクロファージの
活性化状態を M1 から M2に転換することがで
きれば、M2 マクロファージの抗炎症性作用を
介した病態の改善が期待できる。そこで、本
研究では、保有する天然化合物ライブラリー
の中からマクロファージの活性化を制御す
る化合物を探索することで、これら病態の新
たな予防・治療法の開発を目指すことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
マクロファージの活性化を制御する天然化

合物のスクリーニング 

(1) ヒト単球由来マクロファージを用い、M2

マクロファージへの分化に伴って発現が

増強する CD163（ヘモグロビンスカベン

ジャー受容体）ならびに CD204(クラスＡ

スカベンジャー受容体)を指標に約 500

種の天然化合物を一次スクリーニングし

た。具体的な方法としては、独自に作成

した CD163 および CD204 のモノクローナ

ル抗体を利用して、ELISA およびウェス

タンブロッティングによって発現量を定

量化し、これらの発現を変化させた化合

物を選択した。次に、二次スクリーニン

グとして、マクロファージ活性化マーカ

ーサイトカイン（IL-10, IL-12, IL-6, 

TNF-）の分泌を指標として化合物の絞り

込みを行った。 

(2) 上記の方法で絞り込まれた化合物を用い

て、マクロファージ活性化制御メカニズ

ムを解析した。具体的には、ヒト単球由

来マクロファージに候補化合物を添加し、

マクロファージの活性化制御に深く関わ

る 転 写 因 子 で あ る STAT1 (Signal 

transducer and activator of 

transcription-１)や STAT3、NF-B の活

性化に対する作用を、ウエスタンブロッ

ト法や免疫学的組織染色により評価した。 

Corosolic acid および Onionin A の癌モデル

動物における効果の検証 

 上記のスクリーニングに同定された

corosolic acid および onionin A に関して、

以下の方法で in vivo における効果を検討し

た。 

（１）Corosolic acid および Onionin A の
in vivo におけるマクロファージ活性化制御
作用の検討：腫瘍内には多数の M2 マクロフ
ァージ（CD163 high, CD204high, CD206high）が浸
潤しているため、化合物投与により、腫瘍内
のマクロファージが M1（CD163 low, CD204low, 
CD206low）に分化するかを免疫染色にて評価し
た。具体的には、腫瘍の組織切片を用いて、
マクロファージマーカー（CD68）と M2 マー
カー（CD163, CD204, CD206）の免疫染色を
行うことで、腫瘍浸潤マクロファージが M1
へ分化しているかを検討した。 
（２）Corosolic acid および Onionin A の
in vivo における STAT3, NF-B 活性化抑制作
用の検討：腫瘍内に存在するマクロファージ
は STAT3 および NF-B の活性化により M2 マ
クロファージに分化し、骨肉腫やグリオーマ
等のガン細胞では、STAT3 の活性化により細
胞増殖が促される。近年、STAT3 阻害剤は癌
に対する新しい分子標的薬として注目され
ており、Corosolic acid や Onionin A も in 
vitro において STAT3 の活性化を抑制したこ
とから、in vivo での効果を検討した。具体
的には、腫瘍の組織切片を用いて、マクロフ
ァージマーカー（CD68）と pSTAT3 および
pNF-B の免疫染色を行うことで、腫瘍浸潤
マクロファージおよび腫瘍細胞の STAT3 や
NF-B の活性化に対する作用を評価した。 

（３）Corosolic acid および Onionin A の生

存率や癌の転移に対する作用の検討：具体的

には、マウス腫瘍モデルに、Corosolic acid

および Onionin A を経口投与し、コントロー

ル群との腫瘍の発育および生存率を比較す

る。また、骨肉腫 LM8 は高肺転移腫瘍モデル

として確立されているため、サンプリングし

た肺の組織切片を作成し、HE 染色を行うこと

でガン転移に対する効果を検討した。 
（４）Corosolic acid, Onionin A のリンパ

球、NK 細胞、MDSC に対する作用の検討 

 具体的には、皮下腫瘍の組織切片を用いて、

リンパ球マーカー（CD3, CD4, CD8）、NK 細胞

マーカー（NK1.1）の免疫染色を行うことで

評価した。また、腫瘍組織内において免疫抑



制に強く関与する MDSC や抑制 T 細胞に対す

る作用はフローサイトメトリーで数を測定

することで評価した。また、脾臓から単離し

た MDSC の遺伝子発現を realtime PCR で解析

することで、天然化合物の MDSC に対する作

用について評価した。さらに、 天然化合物

を投与した腫瘍移植モデルマウスの脾臓か

ら単離したと MDSC と正常マウスの脾臓から

単離した T cell を共培養し、MDSC による T 

cell の活性化抑制作用に対する天然化合物

の効果を評価した。 
 
 
４．研究成果 
マクロファージの活性化をM2から M1に制御
する天然化合物のスクリーニング 
 マクロファージの活性化は様々な病態の
発症や進展に関与することから、我々はマク
ロファージの活性化制御を疾患治療に応用
するというアイデアのもとに、マクロファー
ジの活性化を制御する天然化合物の探索を
行っている。まず、腫瘍増殖を抑制すること
を目的として、保有する 400 種類の天然化合
物ライブラリーの中からマクロファージの
活性化を M2 から M1 に制御する（M2 活性化を
抑制する）化合物の探索を行った。スクリー
ニングの方法としては、ヒト単球由来マクロ
ファージを IL-10 で刺激し、M2 マーカーであ
る CD163の発現を誘導する条件下に天然化合
物を添加し、M2 活性化に対する天然化合物の
抑制効果を検討した。その結果、バナバ葉や
リンゴ果実に含有されるトリテルペノイド
化合物である corosolic acid や生薬「大棗」
に含まれる oleanolic acid、タマネギ由来新
規低分子硫黄化合物 onionin A に顕著な
CD163 の発現抑制作用（M2 活性化抑制作用）
が認められた。次に、マクロファージによる
IL-10, IL-12の分泌に対する作用を検討した
ところ、これら化合物は、M2 マーカーである
IL-10 の分泌を抑制するとともに、M1 マーカ
ーである IL-12 の分泌を促進した。したがっ
て 、 corosolic acid, oleanolic acid, 
onionin A はマクロファージの活性化を M2か
ら M1 にシフトすることが示唆された。 
Corosolic acid, Oleanolic acid Onionin A
のマクロファージ活性化制御作用メカニズ
ムの解明 
 STAT3 (Signal transducer and activator 
of transcription-3) や NF-B (Nuclear 
factor-B)は、マクロファージの M2 活性化
に関与していることが知られている。ゆえに、
スクリーニングで得られた 3 種の化合物は、
これらの転写因子を調節することで、マクロ
ファージの活性化を制御している可能性が
示唆されたため、次に、これら化合物の STAT3

および NF-Bの活性化に対する作用を検討し
た。方法としては、IL-10 および TCS により
HMDM が M2 活性化する条件下（STAT3 および
NF-B が活性化する条件下）に、試験化合物
を添加し、細胞内のリン酸化 STAT3 および、
核内のNF-Bの発現量をウエスタンブロット
法にて測定することで評価した。その結果
corosolic acid は STAT3 ならびに NF-B の
活性化を抑制し、oleanolic acid および
onionin A は、STAT3 の活性化を抑制した。
ゆえに、corosolic acid は STAT3 および
NF-B の両方の活性化を抑制することで、
oleanolic acid と onionin A は、STAT3 の活
性化を抑制することでマクロファージの M2
活性化を抑制していることが示唆された。 
ガン細胞のSTAT3および NF-B活性化に対す
る Corosolic acid, Oleanolic acid, Onionin 
A の作用 
 STAT3 や NF-B は、ガン細胞においては細
胞の生存や増殖に関わっており、また近年、
STAT3 阻害剤は新たな抗ガン剤のターゲット
分子としても注目されていることから、ガン
細胞の STAT3および NF-B の活性化に対する
3 種の化合物の作用を検討した。本研究では、
ヒト由来ガン細胞株（U373 ヒトグリオーマ細
胞株、SKOV3 ヒト卵巣ガン細胞株、SaOS2 ヒ
ト骨肉腫細胞株）を用いて検討を行った。そ
の結果、使用した 3 種の化合物は、ガン細胞
の STAT3の活性化を顕著に抑制した。ゆえに、
corosolic acid, oleanolic acid, onionin A
は、マクロファージおよびガン細胞（U373 ヒ
トグリオーマ細胞株、SKOV3 ヒト卵巣ガン細
胞株、SaOS2 ヒト骨肉腫細胞株）両方の STAT3
の活性化を抑制することが示唆された。 
ガン細胞の増殖に対する Corosolic acid, 
Oleanolic acid, Onionin A の作用 
 前述したように、3 種の化合物がガン細胞
の生存や増殖に関わる STAT3 の活性化を抑制
したため、corosolic acid, oleanolic acid, 
onionin A のガン細胞の細胞増殖に対する作
用を検討した。その結果、これらの化合物は、
ガン細胞の細胞増殖を濃度依存的に抑制し
た。つまり、これらの化合物は、STAT3 の活
性化を抑制することで、ガン細胞の生存およ
び増殖を阻害することが示唆された。ゆえに、
corosolic acid, oleanolic acid, onionin A
は、STAT3 の活性化を抑制することで、マク
ロファージの活性化状態を M2 から M1にシフ
トさせる作用およびガン細胞の生存・増殖を
阻害し、両方の作用により効率的に in vivo
におけるガンの増殖や転移を抑制する可能
性が示唆された。 
Corosolic acid, Onionin A のマウス骨肉腫
移植モデルマウスにおける効果の検討 
 次に in vivo での腫瘍移植モデルマウスに
おける効果を検討することにした。そこで、
本研究では、マウス骨肉腫 LM8 移植モデルマ



ウスを用いて検討を行った。動物実験の方法
としては、corosolic acid（20 mg/kg）onionin 
A（20 mg/kg）の前投与を 2 回行った後、LM8
細胞を皮下移植し、その後、1 週間に 2 回の
経口投与を続け、皮下移植後 3週目に評価を
行った。その結果、corosolic acid (CA) お
よび onionin A 投与群では、有意に皮下腫瘍
重量が減少し、また、腫瘍の肺転移も有意に
抑制された。ゆえに、corosolic acid (CA)
ならびに onionin A は in vivo においても有
効性を示すことが明らかとなった。また、皮
下腫瘍組織を用いて免疫染色を行ったとこ
ろ、corosolic acid (CA)および onionin A
投与により皮下腫瘍組織中のマクロファー
ジの数には変化はなかったが、STAT3 陽性細
胞数は減少し、CD8 陽性 T リンパ球ならびに
CD4陽性Tリンパ球の数は増加した。ゆえに、
corosolic acid (CA)ならびに onionin A は、
マクロファージの活性化制御のみならず、そ
の他の免疫細胞にも作用することで抗腫瘍
免疫を高めている可能性が示唆された。さら
に、corosolic acid (CA)に関しては、最近
注目されている T細胞の抑制に働くとされる 
myeloid-derived suppressor cell (MDSC) に
対する作用を検討したところ、MDSC の数には
影響を与えなかったが、 MDSC の機能低下を
誘導した。つまり、corosolic acid (CA)は、
骨肉腫移植に伴う MDSC による T 細胞の抑制
作用を低下させ T細胞の活性化を改善するこ
とが示唆された。 

 
 最後に、近年マクロファージ活性化関連因
子をノックアウトした遺伝子改変動物等を
用いた国内外での研究により、マクロファー
ジ活性化機構の調節が病態の改善に有効で
あることは明らかである。また、腫瘍内には、
M2 マクロファージ（腫瘍浸潤マクロファー
ジ）や MDSC などの免疫抑制的に働く細胞が
多数浸潤しており、癌細胞に対する免疫応答
を抑制することでその増殖を促進すること
が知られている。ゆえに、既存の癌治療（化
学療法、癌ペプチドワクチン療法）が著効し
ない症例では、M2 マクロファージや MDSC に
よる免疫抑制が原因であると考えられてい
る。本研究は、マクロファージの活性化を調
節する天然化合物を癌の治療に応用しよう
とする特色ある研究である。今後、corosolic 
acid ならびに onionin A を骨肉腫以外の腫瘍
移植モデルマウスに投与し、単独での有効性
を評価するともに既存の抗ガン剤や癌ペプ
チドワクチンとの併用効果を評価する。また、
これら化合物をリード化合物とした誘導体
を作成し、その効果を検証することで、マク
ロファージの活性化制御を介したガン治療
に応用可能な新たな分子標的薬の候補化合
物の同定を目指したいと考えている。 
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