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研究成果の概要（和文）：口腔癌におけるマクロファージ（Mφ）の局在を検討し，口腔癌組織にはCD163＋Mφ 
およびTh1細胞が浸潤し，STAT1がCD163と共局在するという知見を得たため、口腔癌でのSTAT1＋CD163＋Mφの発
生機序の解明を目的とした。その結果、PMA刺激THP-1細胞をIFNγまたはIL-4にて刺激すると、それぞれM1、M2 
Mφへの分化が認められた。ヒト口腔ケラチノサイトにHPV E7およびテロメアの全長を遺伝子導入し、薬剤選択
培養後、正常口腔粘膜細胞の特徴を有するクローンを得た。現在、作製した細胞株または口腔扁平上皮癌細胞株
とPMA刺激THP-1細胞との共培養系を構築，解析を行なっている。

研究成果の概要（英文）：We examined the localization of macrophages (Mφ) in oral cancer and found 
that CD163 + Mφ and Th1 cells infiltrate into oral cancer tissues and that STAT1 co-localizes with 
CD 163.  We investigated that the mechanism of development of STAT1 + CD163 + Mφ in oral cancer. As
 a result, when PMA-stimulated THP-1 cells were stimulated with IFNγ or IL-4, differentiation to 
M1, M2 Mφ was observed, respectively. The full length of HPV E7 and telomere was introduced into 
human oral keratinocytes, clones having the features of normal oral mucosal cells were obtained 
after drug selection. We are constructing coculture system in PMA-stimulated THP-1 cell and oral 
keratinocyte clone currently prepared or the oral squamous cell carcinoma cell line and analyzing 
the expression of surface antigen and genes.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： 腫瘍関連マクロファージ　口腔癌
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１．研究開始当初の背景 
  免疫担当細胞は癌組織で多数認められ、
癌の増殖・浸潤および血管新生に関与するこ
とが報告されている。癌組織に存在するマク
ロファージは特に腫瘍関連性マクロファー
ジ(Tumor-associated macrophage: TAM)と言
われ、癌におけるその役割が解析されつつあ
る。マクロファージはその特性により大きく 
2 種類に分類される。ヘルパー1 型 T 細胞
(Th1)由来 interferon-γ (IFNγ)により活
性化されたマクロファージを M1 マクロフ
ァージ(classically activated macrophage)
といい、一酸化窒素合成酵素(NOS2/iNOS), 
ケモカイン CXCL9, CXCL10 および炎症性サ
イトカイン IL-1 といった遺伝子の発現を増
強し、抗腫瘍活性を示す。一方、 ヘルパー2 
型 T 細胞(Th2)由来 IL-4 および IL-13 に
より活性化されたマクロファージを M2 マク
ロ フ ァ ー ジ (Alternatively activated 
macrophage)といい、腫瘍の増殖因子や血管
新生促進因子の発現を誘導し、IL-10 や 
TGF-βなどのサイトカインを産生すること
により免疫反応を抑制する。 

 
  これまでに固形癌における腫瘍関連マ
クロファージの phenotype を検討した報告
では、悪性黒色腫、乳癌、腎癌では腫瘍局所
に M2 マクロファージの浸潤が多く認めら
れ、M2 マクロファージの浸潤数が多い症例
では、その予後が悪いことも報告されている。
そのため、腫瘍関連マクロファージの 
phenotype を解析することは、腫瘍の増殖・
浸潤、またその予後の評価にとって、極めて
重要な役割を果たすと考えられる。しかしな
がら、これまでに口腔癌に局在するマクロフ
ァージの phenotype およびその役割につい
ては未だ十分には明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
  我々は、前癌病変である白板症および口
腔癌におけるマクロファージの局在につい
て検討を行なった。M1 マクロファージのマ
ーカーとして抗 CD80 抗体および M2 マクロ
ファージのマーカーとして抗 CD163 抗体を
用いて免疫染色を行なった結果、前癌病変部
および腫瘍局所においてマクロファージの
上皮下および上皮内浸潤が認められ、その多
くは CD163 陽性細胞であった(Mori K, et al, 
Cancers, 3:3726-3739)。この部位には CD4 
陽性 T細胞の浸潤が見られ、興味深いことに、
その多くは Th1 細胞であった。Th1 優位な
局所においては IFNγのようなサイトカイ
ンが産生されている可能性が考えられたた

め、マクロファージを抗 CD163 抗体および 
IFNγで誘導される転写因子 STAT1 に対す
る抗体を用いて二重染色したところ、CD163 
および STAT1 が共局在しているマクロファ
ージの存在が明らかとなった。CD163+ STAT1+

マクロファージは、乾癬に浸潤しているマク
ロファージでも認められている (J. Invest. 
Darmtol. 130: 2412-2422,2010)。これらの
結果から、従来 CD163 は M2 マクロファー
ジのマーカーとして使用されてきたが、
CD163 陽性ではあるが M1 マクロファージの
表現性を示すマクロファージが存在する可
能性が考えられた( Mori, K, et al, BMC 
Cancer doi: 10.1186/s12885-015-1587-0.)。
そこで本研究課題では、口腔癌における M1
マクロファージの発生機序を探ることによ
り癌細胞の浸潤・増殖における免疫細胞の役
割について解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
  マウスマクロファージ様細胞株
RAW264.7 細胞は、10% FBS および 1 % ペニシ
リン／ストレプトマイシンを含む DMEM 培地
にて培養を行なった。 
  ヒト口腔ケラチノサイト（ScienCell Res. 
Lab.CA, USA）は、Oral Keratinocyte Medium 
(ScienCell Res. Lab.CA, USA) を 用い、
poly-L-Lysine コートされたシャーレにて培
養を行なった。 
  ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 細胞は、
10 % FBS、2mM L-グルタミンおよび 1 % ペニ
シリン／ストレプトマイシンを含む
RPMI1640 培地にて培養を行なった。THP-1 細
胞を PMA(Phorbol 12-myristate 13-acetate) 
200nM にて 3 日間刺激することにより、マク
ロファージ様細胞に分化させた。その後、PMA
を除去した培地にて 5日間培養した THP-1 細
胞を実験に供試した。 
 
(2)口腔扁平上皮癌細胞の培養上清 
  口腔扁平上皮癌細胞株 HSC-2 は、10% FBS
および1 % ペニシリン／ストレプトマイシン
を含む RPMI1640 培地にて培養を行なった。
10cm シャーレに 5x105個の細胞を播種し、2
日後にコンフルエントになった時の細胞培
養上清を採取した。培養上清は遠心すること
により debris を除去し、実験に供試した。 
 
(3)レンチウィルスベクターの作製 
 口腔扁平上皮癌の発症には、ヒトパピロー
マウィルス(HPV)の関与が考えられているた
め、HPV の初期遺伝子である E7 ならびに
human telomerase reverse transcriptase 
(hTERT)遺伝子を口腔ケラチノサイトに遺伝
子導入することにより不死化口腔ケラチノ
サイト株を樹立した。まず、HPV E7 および
hTERT レンチウイルス発現系の構築を行なっ
た。ウィルスベクターの構築には Gateway シ
ステムを用い、HPV E7 および hTERT cDNA を



destination vector にクローニング後、ウィ
ルスパッケージングミックスとともに 293FT
細胞に遺伝子導入し、組み換えレンチウィル
スを得た。なお本実験は明海大学歯学部遺伝
子組換え実験安全委員会での承認を受けて
いる。 
(承認番号 0084) 
 
(4)不死化口腔ケラチノサイトの作製 
  ヒト口腔ケラチノサイトに HPV E7 および
hTERT レンチウィルスを遺伝子導入後、10μ
g/ml Blastcidin により薬剤選択培養を行っ
た。出現してきた細胞を限界希釈法により希
釈し、一定期間培養後、コロニーを単離した。 
 
(5)遺伝子発現解析 
  PMA 刺激 THP-1 細胞は、10 ng/ml hIFNま
たは 10 ng/ml hIL-4 にて 8時間刺激、total 
RNA を調製した。抽出した RNA から cDNA を合
成し、Universal Probe(Roche)を用いてリア
ルタイム定量 RT-PCR を行ない、18S rRNA を
内在性コントロールとして用いて、mRNA の発
現量(NOS2, Arg-1, CXCL9/Mig, IRF-4)を検
討した。 
 
(6)タンパク質発現解析 
 作製した不死化口腔ケラチノサイトから、
Whole cell lysate を抽出し、SDS-PAGE にて
分離、PVDF 膜にトランスファー後、抗
pan-Cytokeratin 抗体（Santa cruz）を用い
てウェスタンブロット法にて検討した。 
 
４．研究成果 
 (1)マクロファージがIFNγ刺激によりM1マ
クロファージへ、また IL-4 刺激により M2 マ
クロファジに分化するか否かを検討するた
めに、マウスマクロファージ様細胞株
RAW264.7 細胞を IFNあるいは IL-4 にて所定
時間刺激後、Total RNA を抽出して Real Time 
PCR 法により検討を行った。M1 マクロファー
ジの分化マーカーとしてiNOS/NOS2遺伝子を
用い，その発現を検討した結果、IFNγの刺
激時間依存的にその発現の増強が認められ
た（図 1）。データには示さないが、IFNγ刺
激によりその他の M1 マーカーである
CXCL9/MigおよびCXCL10/IP-10の発現も時間
依存的に増加していた。 

  次に、M2 マクロファージの分化マーカーと
して Arg-1 遺伝子を用い，その発現を検討し
た結果、IL-4 刺激４時間で発現が認められ、
16時間ではArg遺伝子の発現発現の増強が認

められた(図２)。 

  これらの結果はこれまで報告されている
ように、RAW264.7 細胞を IFNγまたは IL-4
で刺激をすると、それぞれ M1 マクロファー
ジ、M2 マクロファージに分化することを示し
ている。 
(2)THP-1 細胞は、PMA 処理によりマクロファ
ージ様細胞に分化することが報告されてい
る。そこで、PMA 処理した THP-1 細胞をそれ
ぞれ INFγおよび IL-4 で刺激を行い、前述の
RAW264.7 細胞と同様に M１および M2 マクロ
ファージに分化するか否かを検討するため、
PMA 刺激した THP-1 細胞を IFNγあるいは
IL-4 にて所定時間刺激後、Total RNA を抽出
して Real Time PCR 法により検討を行った。
M1 マクロファージのマーカーとしては、活性
化した T 細胞に対するケモカインである
CXCL9/Mig を、M2 マクロファージのマーカー
としては M2 マクロファージへの調節因子と
して必要であることが報告されている IRF-4
を用いた。 
  PMA 刺激していない THP-1 細胞でも IFN
γにより CXCL9 の発現は認められるが、PMA
刺激により、マクロファージ様細胞に分化さ
せた細胞では、その発現の増強効果が認めら
れた（図 3）。 

この結果から、PMA 刺激により THP-1 細胞を
IFNγで刺激すると、強力に M1 マクロファー
ジに分化することが明らかとなった。 
 次に、M2 マクロファージへの分化を調節し
ている IRF-4 の発現を検討した。PMA 処理に
より恒常的なIRF-4の発現は抑制された (図
４；PMA UT)。 興味あることに PMA 処理をし
てマクロファージ様細胞に分化させた細胞
では、IL-4 による IRF-4 の発現が顕著に増加
した。一方、IFNγによる IRF-4 の発現はほ
とんど認められなかった（図 4）。これらの結
果から THP-1 細胞を PMA 処理した細胞では
IFNγにて刺激を行なうと、M1 マクロファー
ジに分化し、一方 IL-4 にて刺激すると M2 マ
クロファージに分化することを確認した。 



 
(3) 腫瘍組織におけるマクロファージの分
化誘導に口腔扁平上皮癌細胞が与える影響
として、細胞が産生する液性因子の関与が考
えられる。そこで M1 あるいは M2 マクロファ
ージの表現性の誘導に口腔扁平上皮癌細胞
が関与しているか否かを検討するために、口
腔癌細胞の培養上清と THP1 細胞との共培養
を行い遺伝子発現について検討した。口腔扁
平上皮癌細胞株 HSC-2 を 48時間培養した後、
培養上清を採取し、PMA 非処理、および PMA
処理したTHP-1細胞に添加して培養を行なっ
た後、IFNγおよび IL-4 にて刺激し、
CXCL9/Mig 遺伝子の発現を Real Time PCR 法
により検討した。PMA 処理しマクロファージ
様細胞へ分化させたTHP細胞に口腔癌細胞の
培養上清を添加し培養した THP-1 細胞では、
CXCL9/Mig遺伝子発現が増強していた（図5）。 

 
  一方、M2マクロファージ極性化調節因子
である IRF-4 遺伝子は、PMA 非処理 THP 細胞
では IFNまたは IL-4 にて刺激を行なうとそ
の発現は増加した。一方、PMA 処理 THP1 細胞
では口腔癌細胞の培養上清を添加し培養を
行った後、IFNまたは IL-4 にて刺激を行なう
と、IRF-4 遺伝子発現の増加が認められず、
逆にその発現は抑制された。(図 6)。  

 
 以上の結果は、CXCL9/Mig 遺伝子は、THP-1

細胞の分化度に関わりなく IFNγにより発現
誘導され、その発現は口腔癌細胞の培養上清
の添加により増強効果が認められた。一方、
IRF-4 遺伝子は未分化な THP-1 細胞では IL-4、
IFNγいずれでも発現誘導が認められたが
PMA により分化したマクロファージ様細胞で
は IL-4 でのみ発現増強効果が認められた。
さらにこの発現増強効果は口腔癌細胞の培
養上清の添加により抑制された。これらの結
果から、口腔癌細胞の培養上清は THP-1 細胞
に対して M1 マクロファージへの分化を促進
する作用を有する可能性が示唆された。 
 
 上記結果は口腔癌細胞の培養上清中に産
生された液性因子は M2 ではなく、M1 マクロ
ファージにシフトさせる可能性を示唆して
いる。しかしながら、M1 マクロファージマー
カーの発現は比較的早期に発現し徐々に減
弱していくが、M2 マクロファージマーカーの
発現は遅発性であることから、時間軸を取っ
てその発現を詳細に検討すること、またその
他の M1および M2マクロファージの分化マー
カーの発現も検討する必要がある。さらに、
他の口腔扁平上皮癌細胞株の細胞培養上清
でも同様の結果が認められるのか、実際にタ
ンパク質発現も遺伝子発現と同様の結果が
認められるのかを検討する必要もある。複数
の口腔扁平上皮癌細胞株でも同様の現象が
確認されたならば分化誘導に関わる液性因
子の本体が何であるか単離、同定する必要が
ある。 
 
(4)不死化口腔ケラチノサイト細胞株の作製 
この分化誘導因子の産生が、癌化した口腔粘
膜上皮細胞が持つ特性であるのか検討する
ために正常口腔粘膜上皮細胞（口腔ケラチノ
サイト）、さらに不死化したケラチノサイト
においても認められるのか解析する必要が
ある。そこで口腔扁平上皮癌の発症に関与し
ていることが考えられているヒトパピロー
マウイルス(HPV)の初期遺伝子E7を遺伝子導
入した不死化した口腔ケラチノサイト細胞
株を作製した。細胞の不死化には、HPV E7 お
よびヒトテロメラーゼ逆転写酵素（human 
telomerase reverse transcriptase: hTERT）
発現ベクターをレンチウイルス発現系を用
いて構築し、初代口腔ケラチノサイトに遺伝
子導入を行なった。その後、Blastcidin によ
り薬剤選択培養を行い、増殖してきた細胞を
限界希釈法により希釈し、一定期間培養後、
複数のコロニーを単離した。単離した細胞が
ケラチノサイトの特性を示しているか否か
を検討するために、細胞を所定期間培養後、
細胞抽出液を作製し、SDS-PAGE にて分離、
PVDF 膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー 後 、 抗
pan-Cytokeratin 抗体を用いウェスタンブロ
ット法にて検討した。その結果、得られた 
コ ロ ニ ー の う ち 、 ほ と ん ど が
Pan-Cytokeratin 陽性を示していたことから、
口腔粘膜上皮細胞の特徴を有する不死化口



腔ケラチノサイトのクローンが得られた（図
7）。 

 
 
現在、初代ケラチノサイト、不死化ケラチノ
サイトの培養上清にて培養したTHP-1細胞に
おける M1および M2マーカー遺伝子発現の検
討を行っているところである。 
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