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研究成果の概要（和文）：腫瘍微小環境においてガンの発症や進展に関与するマクロファージの活性化機構の制
御（ガン治療に有効なオルタナティブ活性化から古典的活性化への制御）が新たなガン治療戦略になると考えら
れている。本研究では、そのマクロファージの活性化制御する化合物として環状スルフィド化合物を同定し、腫
瘍移植モデルマウスにおいても有効性を示すこと明らかにした。つまり、本研究にて環状スルフィド化合物がマ
クロファージ活性化制御という作用機序を介してガン予防・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 regulating macrophages activation (regulation from 
M2-like phenotype into M1-like phenotype) in tumor microenvironment is novel strategy for tumor 
therapy. In the present study, we identified cyclic sulfide compounds regulating macrophage 
activation and those compounds suppressed tumor proliferation under co-culture with macrophages and 
tumor cells. Furthermore, administration of those compounds significantly suppressed tumor 
development in tumor-bearing mice, thus indicating that cyclic sulfide compounds may be potentially 
new strategy for tumor prevention and therapy.

研究分野：医歯薬学

キーワード： マクロファージクロファージ　ガン　代替医療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、遺伝子改変動物等を用いた国内外での研究により、Mφ活性化調節が病態の改善に有効であると知られて
いる。また、腫瘍内にはM2Mφなどの免疫抑制的に働く細胞が多数浸潤しており、腫瘍免疫を抑制することで腫
瘍増殖に関与している。ゆえに、既存の癌治療が著効しない症例ではM2Mφによる免疫抑制が原因であると考え
られている。本研究で同定した環状スルフィド化合物はMφの活性化制御という既存の治療薬とは異なるメカニ
ズムで腫瘍進展を抑制し、ガン治療に応用できる可能が示唆された。つまり本研究成果は、将来的に新たな分子
標的薬を開発するための基礎的知見として学術的・社会的にも意義ある研究成果であると考えられる。



様	
 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景 
	
 近年、マクロファージ（Mø）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（M1Mø）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（M2Mø）

の 2 種類に大別されている。このような Mø 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、Mø 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、M2Mø は抗腫瘍免疫を抑制することで腫瘍増殖に関与し、

一方、M1Mø 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。ゆえ

に、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：粥状動脈硬化巣形成や脂肪肥満の形成に

は、炎症惹起性の M1Mø が優位を占めている。つまり、これら病態では、Mø の活性化状態を M1

から M2 に転換することができれば、M2Mø の抗炎症性作用を介した病態の改善が期待できる。	
 

	
 ゆえに、Mø の活性化を制御する化合物の探索が上記の病態に対する新たな治療・予防法の開

発につながると考えられている。	
 

 
２．研究の目的 
	
 上記の背景をもとに、本研究では、これまでに同定した Mø 活性化制御能を有する化合物

（Onionin	
 A,	
 Garlicnin	
 C 等）や、前述の化合物が有する基本骨格である環状スルフィド構造

をもつ化合物を用いて、腫瘍移植モデルマウスにおける有効性を検証し、ガン治療に応用可能

な新たな分子標的薬を開発するために、以下に示す基礎的研究を行うことを目的とした。	
 

（１）	
 Onionin	
 A	
 や Garlicnin	
 C を腫瘍移植モデルマウスに投与し、生体内での Mø 活性化状

態を解析すると共に、ガンに対する治療効果の評価。また、Mø 以外の免疫関連細胞

（Myeloid-derived	
 suppressor	
 cells,	
 CTL,	
 NK	
 cell 等）に対する作用の解析。	
 

（２）	
 既存の抗腫瘍療法（シスプラチン等の抗ガン剤）と Onionin	
 A および Garlicnin	
 C を腫

瘍移植モデルマウスに投与することで、既存の抗腫瘍療法との併用効果の検討。	
 

（３）	
 抗腫瘍作用の向上を目指して、Onionin 類,や Garlicnin 類の基本骨格である環状スル

フィド構造を有する様々な誘導体を調整し、Mø 活性化制御作用を解析すると共に構造活性相関

を検討することで、より活性化制御作用が強い候補化合物の探索。	
 

 
３．研究の方法 
（１）化合物の Mø 活性化制御作用の評価：ヒト単球由来 Mø を用い、M2Mø への分化に伴って発

現が増強する CD163 を指標に Onionin	
 A および Garlicnin	
 C などの環状スルフィド化合物の作

用を検討した。具体的には、独自に作成した CD163 のモノクローナル抗体を利用した ELISA 法

にて評価した。さらに、Mø 活性化マーカーサイトカイン（IL-10,	
 IL-12 等）の分泌を ELISA

法にて測定した。	
 

（２）候補化合物の Mø 活性化制御メカニズムの解明：ヒト単球由来 Mø に候補化合物を添加し、

Mø の活性化制御に深く関わる転写因子である STAT3 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。	
 

（３）Mø とガン細胞の共培養系における細胞増殖能の評価：Mø（ヒト単球由来 Mø もしくはマ

ウス腹腔 Mø）に環状スルフィド化合物を添加し 24 時間培養した。その後、その Mø と腫瘍細胞

（ヒト骨肉腫細胞、ヒト卵巣癌細胞、ヒト脳腫瘍細胞、マウス骨肉腫細胞、マウス卵巣癌細胞）

を共培養し、24 時間後の腫瘍細胞の増殖を BrdU	
 ELISA にて測定した。	
 

（４）腫瘍増殖抑制作用の測定：腫瘍細胞に環状スルフィド化合物を添加し、24 時間後の腫瘍

細胞の増殖に対する抑制効果を WST-8	
 assay により評価した。	
 

（５）環状スルフィド化合物の腫瘍移植モデルマウスにおける効果の検証	
 

①マウスの生存率やガンの進展・転移に対する作用の検討：マウス腫瘍モデル（骨肉腫、卵巣

癌）に、環状スルフィド化合物を投与し、コントロール群との腫瘍の発育および生存率を比較

した。また、マウス骨肉腫 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。	
 

②環状スルフィド化合物のマウスにおけるマクロファージ活性化制御作用の検討：腫瘍の組織

切片を用いて、Mø マーカー（F4/80）と pSTAT3 免疫染色を行うことで、腫瘍浸潤 Mø および腫



瘍細胞の STAT3 の活性化に対する作用を評価した。	
 

③環状スルフィド化合物のマウスにおけるリンパ球、NK	
 細胞、MDSC	
 に対する作用の検討：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、環状スルフィド化合物の MDSC

に対する作用を評価した。さらに、環状スルフィド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環状スルフィド化合物の効果を評価した。	
 

（６）環状スルフィド化合物の腫瘍移植モデルマウスにおける既知抗ガン剤との併用効果の検

証：マウス腫瘍モデルに、環状スルフィド化合物と既知抗ガンであるシスプラチンを投与し、

シスプラチンおよび候補化合物単独群と併用群との腫瘍の発育を比較することで評価した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）化合物の Mø 活性化制御作用の評価：環状スルフィド化合物である Onionin	
 A および

Garlicnin	
 C は CD163 の発現を濃度依存的に抑制し、M2 マーカーサイトカインである IL-10 の

分泌抑制ならびに M1 マーカーサイトカインである IL-12 の分泌を促進した。さらに、Onionin	
 A

の化学構造を基本として設計した環状スルフィド化合物誘導体も同様の作用が認められた。ゆ

えに、これら環状スルフィド化合物は Mø の活性化状態を M2 から M1 にシフトすることが示唆さ

れた。	
 

（２）候補化合物の Mø 活性化制御メカニズムの解明：転写因子である STAT3 は Mø の M2 活性化

に関与していることが知られている。ゆえに、環状スルフィド化合物の STAT3 の活性化に対す

る作用を評価したところ、Onionin	
 A、Garlicnin	
 C および環状スルフィド化合物誘導体は STAT3

の活性化を抑制した。ゆえに、これら環状スルフィド化合物は 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、活性化状態をM1にシフトしていることが示唆された。	
 

（３）Mø とガン細胞の共培養系における細胞増殖能の評価：腫瘍細胞は腫瘍微小環境において、

M2Mø が共存することでその増殖が促進することが知られている。そこで、腫瘍と Mø の共培養

系における環状スルフィド化合物の腫瘍細胞の増殖に対する作用を評価した。Onionin	
 A で刺

激した Mø との共培養では、無刺激の Mø との共培養と比較して腫瘍細胞（ヒト骨肉腫細胞、ヒ

ト卵巣癌細胞、ヒト脳腫瘍細胞、マウス骨肉腫細胞、マウス卵巣癌細胞）の増殖が顕著に抑制

された。Garlicnin	
 C および環状スルフィド化合物誘導体においても同様の結果が得られた。

ゆえに、環状スルフィド化合物で刺激した Mø は、M2 活性化が抑制されることで共培養におけ

る腫瘍の増殖を抑制することが示唆された。また、Onionin	
 A は腫瘍細胞との共培養で分泌が

増加する CCL5 の分泌を低下させることでも腫瘍の増殖を抑制することが明らかとなった。	
 

（４）腫瘍増殖抑制作用の測定：Onionin	
 A の腫瘍細胞に対する直接的な細胞増殖抑制作用を

WST-8	
 assay にて評価したところ、Onionin	
 A は腫瘍細胞（ヒト骨肉腫細胞、ヒト卵巣癌細胞、

ヒト脳腫瘍細胞、マウス骨肉腫細胞、マウス卵巣癌細胞）の増殖を抑制した。同様の結果は

Garlicnin	
 C および環状スルフィド化合物誘導体においても認められた。また、これらの環状

スルフィド化合物は、腫瘍細胞における STAT3 の活性化を抑制することで細胞増殖を抑制する

ことを明らかにした。	
 

（５）環状スルフィド化合物の腫瘍移植モデルマウスにおける効果の検証	
 

①マウスの生存率やガンの進展・転移に対する作用の検討：Onionin	
 A を高肺転移株である LM8

肉腫細胞を皮下移植した C3H/He	
 マウスに、週に 2 回の頻度で GNC を経口投与し 3 週後に評価

した。その結果、Onionin	
 A 投与群では有意に皮下腫瘍重量が減少し、腫瘍の肺転移も有意に

抑制された。また、Onionin	
 A 投与群では生存期間も有意に延長した。さらに、マウス卵巣癌

移植モデルにても同様の腫瘍進展抑制効果が認められた。一方、Garlicnin	
 C および環状スル

フィド化合物誘導体の投与においても同様の腫瘍進展抑制効果が認められたことから、環状ス

ルフィド化合物は in	
 vivo において有効であることが示唆された。	
 

②環状スルフィド化合物のマウスにおける Mø 活性化制御作用の検討：皮下腫瘍を用いて、

Onionin	
 A の腫瘍微小環境における Mø ならびに腫瘍細胞における作用を免疫組織化学的解析に

て評価した。その結果、Onionin	
 A 投与により皮下腫瘍内の pSTAT3 陽性細胞数の減少が認め
られた。同様の結果は、Garlicnin	
 C および環状スルフィド化合物誘導体投与群でも認められ

た。ゆえに、環状スルフィド化合物は in vivoにおいても Mø ならびに腫瘍細胞の STAT3の活性
化を抑制することで腫瘍の進展を抑制することが示唆された。	
 



③環状スルフィド化合物のマウスにおけるリンパ球、NK	
 細胞、MDSC	
 に対する作用の検討：ス

ルフィド化合物の腫瘍微小環境における様々な免疫関連細胞に対する作用をマウス腫瘍モデル

の皮下腫瘍を用いて評価したところ、Onionin	
 A 投与により皮下腫瘍内の CD8 陽性ならびに CD4

陽性リンパ球は増加し、さらに MDSC の活性化は低下したことから、Onionin	
 A は Mø 以外の腫

瘍免疫関連細胞にも作用し腫瘍免疫を活性化していることが示唆された。また、Garlicnin	
 C

および環状スルフィド化合物誘導体投与群においても同様の結果が認められた。ゆえに、環状

スルフィド化合物は強い Mø の活性化制御作用を有しつつ、それ以外の免疫関連細胞に対しても

作用することで、腫瘍免疫を活性化し、結果的に腫瘍進展を抑制することが示唆された。	
 

（６）環状スルフィド化合物の腫瘍移植モデルマウスにおける既知抗ガン剤との併用効果の検

証：Mø 活性化制御化合物を既知抗ガン剤との併用効果を検証するために、マウス腫瘍モデルに、

環状スルフィド化合物（Onionin	
 A,	
 環状スルフィド化合物誘導体）とシスプラチンを投与した

ところ、併用群では単独投与群と比較して、有意に腫瘍進展が抑制され、生存期間も延長した。

ゆえに、Mø 活性化制御作用を有する環状スルフィド化合物は、既知抗ガン剤との併用による腫

瘍進展抑制効果も認められることが示唆された。	
 

	
 ゆえに、本研究結果を総括すると環状スルフィド化合物はマクロファージ活性化制御を介し

た間接的なメカニズムをもつ抗ガン剤として応用できる可能性が強く示唆された。	
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